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Uber den Stoffwechsel der Tumoren. 
III. Mitteilung. 
Beitrage zur Kenntnis der Phosphatasen. 


Von 


S. Edlbacher und Waldemar Kutscher. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Physiologischen Instituts Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Februar 1932.) 


In unserer friiheren Mitteilung!) konnten wir zeigen, daB im 
Tumorgewebe eine Phosphatase wirkt, die, ahnlich wie die in der 
Leber auftretende, von Thannhauser und Mitarbeitern?) be- 
schriebene Phosphatase, Nucleinsiuren zerlegt. Andererseits haben 
Neuberg, Kobel und Laser’) festgestellt, daB Tumortrocken- 
priparate Hexosediphosphorsiure unter Methylglyoxalbildung 
spalten. In unserer zweiten Mitteilung konnten wir nun auch 
zeigen, daB parallel mit letzterem Vorgang eine sehr starke De- 
phosphorylierung stattfindet. Da wir die Wirkung der auf Nuclein- 
sdure eingestellten Phosphatase, die von Levene und London’), 
sowie von Thannhauser und Angermann (a.a. 0.) als Nucleo- 
tidase gekennzeichnet wurde, zunichst nur beziiglich der De- 
phosphorylierung untersuchten, ist die Bezeichnung Nucleotidase 
fiir unsere Untersuchungen nur in Anlehnung an die Arbeiten der 
genannten Autoren zu verstehen. Es soll damit nicht ausgedriickt 
werden, daB im Tumor die Reaktion nun wirklich im Stadium 
der Nucleoside stehen bleibt. Mit der Klirung dieser speziellen 
Frage sind wir schon seit langerer Zeit beschiftigt. 

Schon bei unseren ersten Versuchen iiber die Darstellung 
von Acetontrockenpulvern (a. a. O.) konnten wir beobachten, dab 
der Wirkungswert der Acetontrockenpriparate gegeniiber der 





1) Diese Z. 199, 200 (1931). 

2) Diese Z. 189, 174 (1930). 

8) Z. f. Krebsforschung 82, 92 (1930). 
*) J. of biol. Chem. 85, 785 (1929—30). 
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adiquaten Menge des frischen Organbreies betrachtlich erhdht 
war. In vielen Fallen konnten wir nun feststellen, daB sowohl bei 
Organen des normalen Tieres, als auch bei Tumoren durch die 
Extraktion mit konz. Aceton ausnahmslos eine Wirkungssteige- 
rung erzielt wurde, die meistens einer Verdoppelung und hiufig 
einer Verdreifachung der enzymatischen Dephosphorylierung gleich- 
kam. Wir glauben auch, feststellen zu kénnen, daB die normale 
Saugermuskulatur, welche nach unseren friiheren Untersuchungen 
(a.a.O.) eine kaum meBbare Spaltung zeigte, durch Aceton- 
extraktion in ihrer Wirkung gesteigert werden kann. Doch scheinen 
komplizierte physikalisch-chemische Verhaltnisse vorzuliegen, so 
da8 wir erst zu einem spiteren Zeitpunkte dariiber berichten 
werden. 

Es lag nun natiirlich der Gedanke diuBerst nahe, dab durch die 
Acetonextraktion den Geweben ein Hemmungsk6érper entzogen 
wird. Dampft man den Acetonextrakt bei 37° im Vakuum ein 
und setzt zu dem Organtrockenpulver den waBrigen Riickstand 
der Extraktion wieder zu, so beobachtet man in allen Fallen eine 
zum Teil sehr starke Hemmung der Dephosphorylierung, so dai 
die jetzt erhaltenen Spaltungswerte gréBenordnungsweise sich 
wieder den Spaltungswerten der frischen Organe naherten. Diese 
Versuche wurden ausgefiihrt insbesondere mit Miause-, Meer- 
schweinchen- und Rattenlebern, sowie mit Ehrlichschem Mause- 
carcinom. Dabei beobachteten wir, daB der Carcinomextrakt eine 
deutlich schwachere Wirkung ausiibte als derjenige der normalen 
Organe, ein Verhalten, auf welches wir weiter unten noch zuriick- 
kommen werden. Es kommt demnach in allen Geweben 
ein Hemmungskoérper vor, welcher sich diesen durch 
Acetonextraktion entziehen 1a8t. Beziiglich seiner Cha- 
rakterisierung kénnen wir feststellen, daB es sich nicht um eine 
iitherlésliche Substanz handeln kann, denn der mit Ather extra- 
hierte wiBrige Acetonextrakt zeigte noch die gleiche Hemmung. 
Nach 8 tagigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur war die 
hemmende Wirkung des Extraktes auf etwa die Halfte abgesunken. 


Analog den Vorstellungen Warburgs und in Anlehnung an 
unsere Versuche wtiber die Arginase') dachten wir in erster 
Linie an das System Schwermetalle und Komplexbildner und 
suchten, ehe wir an eine genaue Analyse des Acetonextraktes 
herangingen, die charakteristische Wirkung desselben durch 





1) Edlbacher u. Kraus, Diese Z. 206, 65 (1932). 
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typische Komplexbildner zu reproduzieren. In diesem Zusammen- 
hange untersuchten wir den Einflu8 von Blausiure, Cystein und 
Glutathion auf die Nucleotidase und Hexosephosphatasewirkung 
im normalen und im Tumorgewebe. Es ergab sich dabei, dab 
alle 3 Substanzen (sowie auch H,5 selbst) die Dephosphorylierung 
der Nucleinsiure stark hemmen. Untersucht man die Aceton- 
trockenpulver von Rattenleber und Mausecarcinom, so ergibt 
sich, wie nachstehende Tabelle zeigt, beziiglich der Blausiure- 
wirkung, daB bei einer Konzentration m/2000 noch eine 13 bis 
15°/,ige, wahrend bei m/100 eine fast vollkommene Hemmung 
vorliegt. Cystein zeigte bei m/1000 eine 22—13°/,ige Hemmung, 
wihrend bei m/100 das Maximum der Hemmung mit etwa 75°/, 
erreicht war. Gluthation hemmte bei m/1000 nicht mehr, bei 
m/333 war 30—40°/,ige Hemmung und bei m/100 die maximale 
Hemmung mit etwa 50°/, zu beobachten. 

Der Ubersicht halber geben wir die Resultate der Versuche 
in untenstehender Tabelle wieder. 


Tabelle I. 
Versuche mit Trockenpulver. 
(Hemmung in °/,.) 

A. Rattenlebertrockenpulver. 


























m/50 m/100 m/200 m/333 m/1000 | m/2000 
HCN 100 100 66 41 13 13 
stein .. 76,3 74,3 62 42,8 22 ome 
Glutathion . 50 45 — 35 20 0 
B. Mausecarcinomtrockenpulver. 
HCN 95 86 52,3 33,3 25 15 
Cystein 76 72 — 36 13,5 — 
tlutathion . 54,5 52 — 33,5 0 — 

















Die hemmende Wirkung der drei angefiithrten Substanzen hilt 
sich also innerhalb derjenigen GréBenordnungen, die auch 
H. A. Krebs beziiglich des Einflusses der Komplexbildner auf die 
Proteolyse findet. Mit steigendem Molekulargewicht nimmt die 
Hemmungsfihigkeit ab. 

Untersucht man den Einflu8 dieser drei Hemmungsk6rper 
auf die Reaktion im frischen Gewebebrei, so findet man zwischen 
Leberbrei und Carcinombrei einerseits und dem Trockenpulver 
dieser Gewebe andererseits bedeutende Unterschiede. Wie aus der 


nachfolgenden Tab. II hervorgeht, zeigt sich, daB Blausiure die 
3 1* 
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Reaktion in der Rattenleber bei Konzentrationen von m/1000 und 
m/2000 aktiviert, wihrend die Hemmung erst bei m/100 mit 
26°/, in Erscheinung tritt; prinzipiell gleich wie HCN verhalt sich 
Cystein, wahrend Glutathion bei m/1000 aktivierend wirkte und 
bei m/100 noch keine Hemmung zu beobachten war. Im Gegen- 
satz dazu konnte bei keiner der 3 Substanzen im Carcinombrei 
eine Aktivierung beobachtet werden. Blausaéure verhielt sich 
fast gleich wie beim Trockenpulver, Cystein hemmte etwas 
schwicher, waihrend die hemmende Glutathionwirkung erst bei 
m/100 Konzentration mit 18°%/, einsetzte. 


Tabelle II. 


Versuche mit Gewebebrei. 
GréBe der Hemmung in °/,; das Vorzeichen + bedeutet Aktivierung. 


I. Leberbrei: normale Rattenleber. 























Mol.-Konz. m/50 m/100 m/333 m/1000 | m/2000 
ee 38,7 26 0 + 43 + 70 
ER 6 4k ee 36,5 28,5 0 0 + 30 
Glutathion .... — 0 0 +. 23 — 

II. Carcinombrei: Ehrlichs Mausecarcinom. 
ee 100 71 26 [m/200] 13 0 
Cystein ..... 56,8 35,8 | 27,8 0 0 
Glutathion — 18 0 0 — 

















Die geringe Wirkung beim Glutathion im Breiversuch ist 
moéglicherweise einfach durch Permeabilitaétsverhaltnisse bedingt. 
Da Carcinombrei sich prinzipiell so verhalt wie Leber- und Car- 
cinomtrockenpulver, ist in Verbindung mit dem tber die Aceton- 
extraktion oben Gesagten der SchluB zu ziehen, daB die 
Tumornucleotidase auBerst ahnlich ist mit dem in der Leber 
auftretenden Fermente. Wir weisen in diesem Zusammenhange 
auch auf die Identitét der px-Aktivitaétskurven von Leber und 
Tumorferment hin, die wir in unserer zweiten Mitteilung veroffent- 
licht haben. Die eigentiimliche Aktivierung des Leberfermentes 
im Breiversuch gleicht in ihrer Wirkung so vollkommen der sog. 
Aktivierung der Proteolyse durch Blausdéure und Sulfhydrylkorper, 
die von H. A. Krebs?) als eine Ausschaltung der in Lésung be- 
findlichen Schwermetalle erkannt wurde, daB wir uns diese Er- 
klirung auch fiir dieses Phinomen zu eigen machen kénnen. Zur 





1) H. A. Krebs, a. a. O. u. zwar S. 183. 
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Bekraftigung dieser Ansicht haben wir dementsprechend den Ein- 
fluB von Schwermetallionen auf die Dephosphorylierung der 
Nucleinsaéuren geprift. Als Schwermetall benutzten wir CuSO, in 
m/1200-Konzentration. Wir geben in der nachstehenden Tab. III 
die erhaltenen Werte einerseits in Milligrammen H,PO,, anderer- 
seits in Prozenten der Hemmung wieder. 


Tabelle III. 








In jedem Ansatz 
0,05 mg Cu pro 1 ccm = etwa m/1200 


— | — | m/50- |m/100- m/333-| m/1000- | m/2000- 
+Cu HCN|HCN HCN) HCN | HCN 














Spaltung in mg 2,61 1,70 | 0,45 | 3. 
Hemmung in °/, 35 |83 | 54, 








| 
19 2,23, 1,82 | 1,86 
5 (145 | 30 | 


Der Versuch zeigt deutlich, daB bei fallenden HCN-Konzen- 
trationen bis zu m/333 die Spaltung ansteigt, bei diesem Wert 
eine fast vollige Ausschaltung der hemmenden Cu-Wirkung er- 
zielt wird und bei noch niedrigeren Blausiurekonzentrationen die 
GréBe der anfainglichen Schwermetallhemmung wieder erreicht 
wird. Der Vergleich der Gré8e der Blausiurehemmung bei Gegen- 
wart von Cu mit den in Tab. I und II wiedergegebenen Werten 
zeigt auch, daB durch die Gegenwart des Kupfers tatsichlich die 
abgeschwachte Wirkung der Blausiure im Leberbrei im Gegen- 
satz zum Trockenpulver nachgeahmt werden kann. Da dieser 
Versuch nur ein Modellversuch ist, kénnen wir natiirlich nicht er- 
warten, in allen Gré8enordnungen die gleichen Verhiltnisse wie 
im Leberbreiversuch wiederzufinden. Die scheinbare Aktivierung 
im Leberbreiversuch durch geringe Blausiure- bzw. Cysteinkon- 
zentrationen diirfte durch den Schwermetallreichtum der Leber 
zu erklaren sein, der bei der Acetonextraktion entweder entfernt 
oder durch Dispersitaétsinderung (Koagulation) und ahnliche Fak- 
toren unwirksam gemacht wird. Die Frage, ob nun demnach auch 
in den Acetonextrakten Schwermetalle in den zu erwartenden 
GréBenordnungen enthalten sind, wird von uns gegenwirtig ge- 
prift. Sie ist aber in diesem Zusammenhange von untergeordneter 
Bedeutung, da ja auch die Méglichkeit besteht, daB die hemmenden 
Schwermetalle durch die Acetonbehandlung entionisiert oder sonst 
irgendwie ausgeschaltet werden. Da andererseits die Aktivierung 
durch Acetonextraktion beim Carcinom und Lebergewebe durch- 
aus gleichartig ist und beziiglich der Hemmung bei den Trocken- 
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pulverversuchen (Tab. I) vollkommene Ubereinstimmung zwischen 
beiden Gewebearten besteht, kénnen wir die gefundenen Unter- 
schiede im Breiversuch vorliufig nur durch den gréBeren Schwer- 
metallreichtum des Lebergewebes und nicht durch die Ver- 
schiedenheit des Enzyms in Leber und Carcinom erklaren. Wir 
haben also zunaichst keine Veranlassung, an der Identitat der 
Tumor- und Lebernucleotidase zu zweifeln, was auch mit unseren 
friiher geiuBerten Anschauungen iibereinstimmt. Der im Aceton 
l6sliche Hemmungskorper, der in seiner Wirkung den angewandten 
Komplexbildnern vollkommen gleicht, ist nun mdglicherweise 
identisch mit der von Waldschmidt-Leitz!) dargestellten 
Zookinase, die von ihm als Glutathion erkannt wurde. Ob tat- 
sichlich auch in unserem Falle beziiglich der Nucleotidasehemmung 
das mit dem Aceton extrahierte Glutathion fiir diese Hemmung 
verantwortlich gemacht werden mu8, wird eine von uns zur Zeit 
durchgefiihrte Analyse des Acetonextraktes noch erhirten miissen.?) 
Beziiglich der Natur der Nucleotidase selbst kénnen wir, 
wenn wir uns die Gedankenginge der Warburgschen Schule zu 
eigen machen, zunichst mit aller Vorsicht die Hypothese auf- 
stellen, daB die Nucleotidase ein Schwermetall enthaltendes Enzym 
ist, insofern nicht etwa andere Strukturen (wie Carbonyl- 
gruppen usw.) fiir die Reaktion mit den Hemmungskorpern ver- 
antwortlich gemacht werden kénnten. Dieses Ergebnis steht in 
Analogie mit den Ergebnissen, die wir beziiglich der Natur der 
Arginase vor kurzem in dieser Zeitschrift mitgeteilt haben.®) 
Auch bei diesem Enzym finden wir die gleichen Hemmungs- 
reaktionen durch Komplexbildner. Beziiglich der Arginase- 
hemmung fanden wir, daB sie nur in saurem Gebiet stattfindet, 
was in Analogie zur Wirkung der Sulfhydrylk6rper auf die Proteo- 
lyse nach den Untersuchungen von H. A. Krebs steht. Die 
Hemmung der Nucleotidase kann nicht iiber den Neutralpunkt 
ins saure Gebiet hinein verfolgt werden, da dieses Ferment im 
sauren Gebiet unwirksam ist. Es wire ein iberraschender SchluB, 
wenn Arginase und Nucleotidase, also Enzymsysteme, die wir 
durch unsere friiheren Untersuchungen als an den Wachstums- 
vorgingen beteiligt erkannt hatten, beide demselben Typus an- 


1) Diese Z. 198, 260 (1931). 

2) Vgl. auch die Notiz von Waldschmidt-Leitz in den Naturw. 19, 
964 (1931) und 20, 122 (1932), in der auch die Phosphatasehemmung durch 
Cystein beschrieben wird, was sich mit unseren Ergebnissen vollig deckt. 

5) Edlbacher u. Kraus, Diese Z. 206, 65 (1932). 
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gehoren wiirden, dem auch das Warburgsche Atmungsferment, 
sowie nach den Untersuchungen von R. Kuhn?) die Peroxydase 
und denen von K. Zeile?) die Katalase als metallhaltige Fermente 
entsprechen.*) Dieser verlockende Gedanke bedarf aber in Hin- 
sicht auf seine Bedeutung einer viel griindlicheren Fundierung. 

In weiterer Ausfiihrung unserer Untersuchungen studierten 
wir das Verhalten der Neubergschen Hexosephosphatase in 
gleicher Richtung. 


Tabelle IV. 
Hemmung der Hexosephosphatase. 
A. Rattenlebertrockenpulver. 




















F / 
oe m [50 m | 100 m [333 m/ a 
/0 / /0 0 
re if te ke Bee 54,4 31,1 8,8 0 
Ee 22,3 18,7 8,4 0 
Glutathion. ......... 0 0 0 0 
B. Im Ehrlichschen Mausecarcinom. 
rr 88,5 51,3 22,4 22,4 
Cystein 81 68,8 49,4 26,3 
Glutathion. ........ 41 34,5 0 0 














Wie aus vorstehenden Tabellen hervorgeht, beobachteten wir 
einen sehr kennzeichnenden Unterschied in der Hemmbarkeit 
zwischen Tumor und Leberhexosephosphatase. Wihrend die 
Hexosephosphatase des Tumors sich genau so stark hemmen 1aBt 
wie die Nucleotidase, wird die Hexosephosphatase der Leber durch 
HCN hochstens halb so stark gehemmt wie die Nucleotidase, durch 
Cystein und Glutathion nur ganz schwach oder gar nicht beein- 
fluBt. Dieses ist also ein sehr charakteristischer Unterschied be- 
ziglich des Verhaltens von Leber und Tumorferment. Wir haben 
in unserer zweiten Mitteilung auf Grund des Vergleiches der Spal- 
tung von Nucleinsiure und Hexosephosphorsiure durch ver- 
schiedene Gewebe die Anschauung vertreten, dab Nucleotidase 
und Hexosephosphatase verschiedene Enzyme sind. Ks wiire 
aber immerhin denkbar, daB im Carcinom, welches ein Gewebe 
darstellt, das auf einer primitiveren Stufe des Stoffwechsels stebt, 





1) R. Kuhn, Diese Z. 200, 255 (1931). 

2) K. Zeile, Diese Z. 192, 171 (1930). 

3) Vgl. hierzu auch Eichholtz, Biochem. Z. 206, 282 (1929) u. Krah, 
Biochem. Z. 219, 493 (1930). 
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die Differenziérung zwischen beiden Enzymen nicht oder nur wenig 
ausgepragt ist, so daB die mit dem Leberferment identische Tumor- 
nucleotidase im Tumor beide Funktionen durchfiihrt, wahrend im 
Lebergewebe eine weitere Differenzierung der Fermente eingetreten 
ist. Daman nach Levene zwischen Polynuclease und Phosphatase 
unterscheidet ist noch festzustellen, welche der beiden hemmbar 
ist. Wir kénnen in diesem Zusammenhange auch schon mitteilen, 
daB es uns gelungen ist, die Enzyme der Leber zu trennen, woriber 
wir demnachst berichten werden.’) 

Diese Anschauung wiirde eine Erweiterung unserer Erkenntnis 
iiber den Chemismus der malignen Neoplasmen darstellen. 

Der EinfluB, den der Tumor auf den Gesamtorganismus aus- 
iibt, wurde in unserer zweiten Mitteilung an Hand der Phosphatase- 
reaktion in der Muskulatur gezeigt. Der tumorkranke Organismus 
befindet sich gewissermaBen im Zustande einer chemisch definier- 
baren Allergie, und es sei beziiglich dieser Gedankenginge auf 
eine Zusammenfassung hingewiesen, die der eine von uns (K.)?) 
vor kurzem veréffentlichte. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Trockenpulver. Das unter Eiskihlung mit einer 
Schere fein zerstiickelte Gewebe (Leber- bzw. Mausecarcinom) wird gewogen 
und mit etwa der 3fachen Menge Aceton gut verrieben; nach etwa 10 Minuten 
wird filtriert. Diese Extraktion wird noch 4—5mal wiederholt. Zuletzt wird 
der Brei noch méglichst trocken abgesaugt und durch Trocknen im evakuierten 
Exsiccator von den letzten Spuren Aceton befreit. Durch abermaliges Wiegen 
wird das Trockengewicht des Gewebes bestimmt. 

Darstellung des Acetonextraktes. Die vereinigten und filtrierten 
Acetonausziige werden im Vakuum bei 37° eingeengt und der durch emul- 
giertes Fett milchig getriibte waBrige Riickstand auf die dem Gewebe ent- 
zogene Wassermenge aufgefiillt. Es entsprechen somit 1 cem des Extraktes 
etwa 1,2 ¢ Gewebebrei (das Verhaltnis des Gewichts von Trockenpulver zu 
frischem Gewebe war annahernd 1:5). 

Aktivierung von Geweben durch Acetonextraktion. Die nach- 
stehenden Werte geben die Menge Phosphorsaure in Milligrammen an, welche 
von 1g Gewebe bzw. der ihm entsprechenden Menge Trockenpulver aus 
1°/,iger Lésung von thymusnucleinsaurem Natrium (dargestellt nach Feulgen) 
nach 3 Stunden bei 37° abgespalten wurde. Ausfiihrung der Versuche wie in 
unserer II. Mitteilung*) beschrieben wurde. 

Mauseleber. 
ee a ll 
Trocbempdiver. ......+42.55-4624,6e4 BOS BB BOe 


1) Vgl. hierzu Bumm u. Fehrenbach, Diese Z. 193, 238 (1930); 195 
101 (1931); H. D. Kay, Biochemic. Z. 22, 855 (1928). 
2) Strahlentherapie 42, 929 (1931). 3) Diese Z. 199, 206 (1931). 
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ig Meerschweinchenleber. 
| Dottie ae! Vela ys bw we ee 8 ete ae 
a Trochenpelwer. . 2 0 wt ee ee ee a er 
m 

Rattenleber. 
- eee Oe ta te A Ee . 1,87 1,76 0,84 1,37 
se po ae eee ee .. 3,30 4,38 1,65 2,11 
“a Thymus (Kalb). 
n, RE ieee at a ge he nt. Stee an Da gh at nd Cae ea ee ee 
er EE es ee eee ee ee eee 
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ee eee ee ee 3.76 4,27 3,57") 
iS- Hemmung der Nucleotidase in Organtrockenpulvern durch 
e- organeigene Acetonextrakte. Nachstehende Versuche werden mit je 
1g 0,2 g Organtrockenpulver und unter Zusatz der angegebenen Menge Aceton- 
Tr extrakt angestellt. Exposition 3 Stunden bei 37°. Im iibrigen wie II. Mit- 

¢ teilung.”) 
Mauseleber. 
-) Ee , 
— + 1 ccm +. 2 ccm Acetonextrakt 
Spaltung in mg 2,43 2,14 1,72 
- Hemmung in °/o 12 29 
en Meerschweinchenleber. 
en $$$ ———— ——————— 
rd — +. 2 ccm +4 ccm Acetonextrakt 
en oe: 
en Spaltung in mg 1,15 0,71 0,36 
Hemmung in °/, 38 68 
- Rattenleber. 
" Spaltung in mg 3,03 2,43 1,78 
- Hemmung in °/, 20 41 
zu —— 
— +2cem]| +4ccm |+ 5 ccm Acetonextrakt 
h- — = —$—$—<—$<—$—————————————— 
he Spaltung in mg 3,61 3,21 3,08 2.66 
us Hemmung in °/, 11 14,5 26,3 
n) 2 —— 
” + 4 ccm _ + 8 ccm 
4, Acetonextrakt Acetonextrakt 
) Spaltung in mg 1,58 1,08 1,97 1,15 
4 Hemmung in °/, 31 41 
5) com 1) Letztere Werte entsprechen einer Spaltung von 0,6 g Mausecarcinom- 


brei bzw. der entsprechenden Menge Trockenpulver. 
2) Diese Z. 199, 206 (1931). 
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Mausecarcinom. 








_— +-5 cem Acetonextrakt 


2 








Spaltung in mg 4,34 4,0 
Hemmung in °9/, 7,5 
Spaltung in mg 4,51 3,76 
Hemmung in °/, 16,5 


Hemmung der Nucleophosphatase im Rattenlebertrockenpulver durch 
Acetonextrakt aus Meerschweinchenmuskulatur. 


Spaltung in mg 1,84 0,60 
Hemmung in °/, 67,5 
Spaltung in mg 3,66 1,77 
Hemmung in °/) 51,7 


Der aus der Rattenleber bzw. aus Meerschweinchenmuskulatur gewonnene 
Acetonextrakt hemmt auch die Nucleotidase im Ehrlichschen Mause- 


carcinombrei. 
Hemmung der Nucleotidase im Carcinombrei durch den Acetonextrakt 











Spaltung in mg 2,28 1,86 
Hemmung in °/, 18,5 








— +8 ccm Acetonextrakt 











Spaltung in mg 2,48 1,63 
Hemmung in °/, 34 











Hemmung der Nucleotidase im Carcinombrei durch den Acetonextrakt 
aus Meerschweinchenmuskulatur. 

















— + 5 eem +10 cem Acetonextrakt 
’ Spaltung in mg 2,30 1,80 1,47 
Hemmung in °/, 21,5 36 


Haltbarkeit des Hemmungskérpers. Hemmung der Nucleotidase 
im Rattenlebertrockenpulver durch Acetonextrakt aus Meerschweinchen- 


muskulatur. 


Aufbewahrung des Acetonextrakts im zugekorkten Erlenmeyerkélbchen unter 
einer Schicht von Toluol. 





Spaltung in mg Phosphorsaure 
nai amaceitile Hemmung in °/, 


— | + 5ecm Acetonextrakt 





Versuch I 3,66 | 1,77 51,7 sofort 
Versuch II 3,10 | 2,24 27,5 nach 8 Tagen 
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Haltbarkeit beschrankt: nach 1 Woche ist die Wirksamkeit des 
Acetonextrakts auf etwa die Halfte abgesunken. 

Ausfiihrung der Trockenpulverversuche. Jeder Ansatz wird mit 
je 0,1 g Trockenpulver (genau auf 0,2 mg abgewogen) ausgefiihrt; als Substrat 
wird eine 1°/,ige Lésung von nucleinsaurem Natrium (aus Kalbsthymus) in 
Wasser oder eine solche von hexosediphosphorsaurem Mg (aus Candiolin) ver- 
wendet. Als hemmender Zusatz wird eine m/10-KCN-, Cystein- oder Glutathion- 
lésung, hergestellt durch Auflésen der berechneten Menge in 10 ccm 2°/,igem 
Bicarbonat, verwendet. Durch Verdiinnen von 1 ccm der m/10-Lésung mit 
9,0 cem 2°/,igem Bicarbonat erhalt man eine m/100-Lésung. 


Schema eines Versuches mit Trockenpulver. 


Spaltungswerte : 





= 





Zusatze B B’ B” ts 


Trockenpulver . . {0,1 g/]0,1 g|0,1 g 01g | 0,1 g [Volumen der Fliissig- 
keit iiberall 10 cem. 
Glutathion usw. . | — {2 ccm] 1 ccm] 0,3 ccm} 1 ccm 
m/10} m/10 | m/10 | m/100 
2°/,iges Bicarbonat |5 ccm|3 ccm] 4 ccm | 4,7 ccm | 4 ccm 
1°/,ige Nuclein- 
siure bzw. Was- 




















ser ..... . Jocem/l5 ccm] 5cem] 5cem 5 cem 
Mol. Konz. von Glu- 
tathion usw. . . | — |m/50]m/100] m/333 |m/1000 


Nach Zugabe von je 2—3 Tropfen Toluol fiir 3 Stunden in den Brut- 
schrank (Temperatur 37°), dann enteiweiBen mit: 

je 5ccem Trichloressigsiure und Zugabe von 

je 5 ccm destilliertes Wasser bzw. 1°/,ige Nucleinsiure.') 


Nach etwa Istiindigem Stehen filtrieren. 
Die colorimetrische Bestimmung wurde nach Lohmann und Jendrassik, 


wie in unserer II. Mitteilung beschrieben wurde, ausgefiihrt. 


Versuche mit Rattenlebertrockenpulver. 











Blausaure. 
Mol. Konz. m/50 m/100 
Spaltung in mg 1,75 0,08 0,06 
Hemmung in °/, 100 100 








-- m/200 m/333 m/1000 | m/2000 

















Spaltung in mg 2,90 0,99 L7i 2,51 2.51 
Hemmung in °/, 66 41 13 13 





1) Es wurde jedesmal eine Serie von Leerwerten mit Wasser an Stelle 
von Nucleinséure ausgefiihrt. 








1? 


—s 


Schwefelwasserstoff. 
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— m/100 m/200 




















Spaltung in mg 1,84 0,80 1,14 1,05 
Hemmung in 9/, 56,6 43 43 





Cystein (Priparat Kahlbaum nach Warburg). 



































— m/50 
Spaltung in mg 3,12 0,74 
Hemmung in °/, 76,3 
| we | m/100 | m/200 | m/333 | m/1000 
Spaltung in mg 1,47 0,38 0,56 0,84 1,15 
Hemmung in °/y 74,3 62 42,8 22 
Glutathion. 
— m/50 m/100 
Spaltung in mg 3,12 1,58 1,71 
Hemmung in °/, 50 45 























~ m/200 | m/333 | m/1000 | m/2000 








Spaltung in mg 1,75 0,63 1,13 

































































1,40 1,83 
Hemmung in °/, 64 35,2 0 
Cystin und Serin gaben keine Hemmung. 
Versuche mit Mausecarcinomtrockenpulver. 
Blausaure. 
Konz. von KCN | — | m/50 |] m/100 | m/200 | m/333 | m/1000 | m/2000 
Spaltung in mg | 3,52] 0,19] 0,49 1,68 2,35 2,64 3,00 
Hemmung in °/, 95 86 52 33 15 
Cystein 
Konz. von Cystein a m/50 m/100 m/333 m/1000 
Spaltung in mg 4,57 1,11 1,30 2,93 3,95 
Hemmung in °/, 76 72 36 13,5 
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Glutathion. 








Konz. von Glutathion —- | m/50 | m/100 m/333 m/1000 








Spaltung in mg Pn i. 
30 


Ae 
Hemmung in °/, 

















Versuche mit Gewebebrei. 
a) Leberbrei (Rattenleber). 
Es bedeuten die Vorzeichen — bzw. -+- Hemmung bzw. Aktivierung. 
Blausaure. 








— m/50 | m/100 | m/333 | m/1000 | m/2000 








Spaltung in mg 1,11 0,68 0,82] 1,13 1,59 1,89 

































































Hemmung in °/, — 38,7 |— 26 0 + 43 +- 70 
Cystein. 
— m/50 | m/100 | m/333 | m/1000 | m/2000 
Spaltung in mg 1,29 0,82 0,92} 1,35 1,33 1,68 
Hemmung in °/, — 36,5 |— 28,5 0 0 +- 30 
Glutathion. 
— m/100 m/333 m/1000 
Spaltung in mg 1,74 1,77 1,63 2,14 
Hemmung in %/, 0 0 + 23 














b) Mausecarcinombrei. 
































Blausaure. 
— m/50 m/100 | m/200 | m/1000 | m/2000 
Spaltung in mg | 2,92 0,19} 0,87 | 2,15 2,54 2.86 
Hemmung in °/, etwa 100 71 26 13 0 





- m/50 | m/100 | m/333 | m/1000 | m/2000 














1,58 1,58 
0 0 




















Spaltung in mg 1,76 0,76 1,13 1,27 
Hemmung in °/, 56,8 35,8 27,8 


Glutathion. 





— m/100 m/333 m/1000 























Spaltung in mg 2,84 2,33 2,91 2,80 
Hemmung in °/, 18 0 0 
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Hemmung der Hexosephosphatase. 
Rattenlebertrockenpulver. 


I. HCN. 


1. Versuch. 




















Mol. Konz. — m/50 m/100 m/333 m/1000 
Spaltung in mg 7,69 3,51 5,30 7,01 7,69 
Hemmung in °/, 54,4 31,1 8,8 0 


2. Versuch. 
3,88 6,18 8,48 8,41 
54,5 


Spaltung in mg | 8,52 


Ia ; 0 
Hemmung in °/, | 





3. Versuch deckte sich véllig mit 1. 


II. Cystein. 
1. Versuch. 
































Mol. Konz. --- m/50 m/100 m/333 m/1000 
Spaltung in mg 7,92 6,15 6,44 7,26 7,80 
Hemmung in °/, 22,3 18,7 8,4 0 


2. Versuch. 
6,89 | 7,04 | 7,88 | 7,88 


Spaltung in mg 7,65 
10 


Hemmung in °/, 





III. Glutathion. 


Spaltung in mg 7,72 8,0 8,0 8,0 8,0 
Hemmung in °/,) 0 0 


Versuche mit Mausecarcinom und Rattensarkomtrockenpulver. 





























I. HCN. 
Sarkom. 
Mol. Konz. — m/50 m/100 m/333 m/1000 
Spaltung in mg 5,67 0,66 2,76 4,40 4,34 
Hemmung in °/, 88,5 51,3 22,4 22,4 


IT. Cystein. 


Sarcom. 
Spaltung in mg 5,57 1,69 2,81 4,52 4,88 
Hemmung in °/, 70 50 ] 


Carcinom. 
Spaltung in mg 10,13 1,89 3,16 5,13 7,47 
Hemmung in °/, j 


81,4 68,8 
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III. Glutathion. 


























Sarcom. 
Oo — m/50 m/100 m/333 ~ m/1000 | 
felveginns | oe | 300 337 | 400 | 567 
Hemmung in °/, 41 34,5 0 + 10 
Zusammenfassung. 


1. Die in Leber und Tumoren auftretende Nucleotidase kann 
durch Acetonextraktion der Gewebe in ihrer Wirkung gesteigert 


werden. 

2. Im Acetonextrakt ist ein Hemmungskorper enthalten, 
welcher die Nucleotidase in Organtrockenpraparaten und frischen 
Geweben deutlich hemmt. 

3. Blausiure, Cystein und Glutathion wirken in 4hnlicher 
Weise hemmend auf die Nucleotidase wie der natiirliche Hem- 
mungskoérper. Ebenso hemmend wirken Kupferionen. 

4. Moglicherweise ist der natiirliche Korper identisch mit 
Glutathion. 

5. Die Nucleinsdéurespaltung in Leber und Mausecarcinom ver- 
halt sich beziiglich der Hemmbarkeit durch die drei genannten 
Substanzen und beziiglich ihrer Aktivierung durch die Aceton- 
extraktion vollig gleichartig. 

6. Die im Leberbrei beobachtete Aktivierung der Nucleo- 
tidase durch Blauséure usw. wird durch den Schwermetallreichtum 
dieses Organs zu erklaren versucht. 

7. Es wird die Méglichkeit erwogen, da8B Nucleotidase und 
Arginase Schwermetallfermente sind. 

8. Die Hexosephosphorséurespaltung im Tumor und in der 
Leber unterscheiden sich durch ihre verschiedene Hemmbarkeit. 

9. In Anbetracht der komplizierten gefundenen Verhialtnisse 
kénnen die aus den beobachteten Tatsachen gezogenen Schiiisse 
nur als provisorische Arbeitshypothesen gelten, was wir aus- 
driicklich hervorheben. 

Fraulein B. Schorb hat uns bei der Ausfiihrung der Analysen 
in wirksamer Weise unterstiitzt. 

Die Arbeit wurde mit Mitteln ausgefiihrt, die uns von der 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und von der 
Badischen Landesfiirsorge zur Bekimpfung des Krebses zur Ver- 
fiigung gestellt wurden. Wir sprechen diesen Stellen unseren 
besten Dank aus. 
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Photobiologische Eigenschaften der Gallensdure. I. 
Bildung der f-Cholsiure aus Cholsiure durch Ultraviolettstrahlen. 


Von 


Ziro Uraki. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Februar 1932.) 


Im Jahre 1927 hat Windaus?) gefunden, daB das Ergosterin 
durch Bestrahlung mit Ultraviolettstrahlen in eine antirachitisch 
wirksame Substanz umgewandelt wird. In diesem Sinne hat er 
das Ergosterin Provitamin D genannt. Nach Windaus?) soll das 
Ergosterin durch Bestrahlung seine Léslichkeit in organischen 
Lésungsmitteln auffallend steigern und seine Fallbarkeit mit Digi- 
tonin verlieren. Es ist auch noch bemerkenswert, daB das Ergo- 
sterin durch Bestrahlung gelb gefirbt und daB seine linksdrehende 
Kigenschaft dadurch allmihlich in eine rechtsdrehende umgewandelt 
wird, indem niimlich die spezifische Drehung von Ergosterin in 
Chloroform — 136 angibt, wihrend die des durch Bestrahlung 
erzeugten krystallisierten Vitamins D,*) mit +127 angegeben 
wird. Diese Vitamine wirken hoch antirachitisch und sind Isomere 
von Ergosterin. Wenn das Ergosterin mit ultraviolettem Licht 
iiberbestrahlt wird, so wird es nach Windaus‘) in die krystal- 
linischen Isomere Suprasterine I u. I! umgewandelt. 

Das Ergosterin wird also durch ultraviolettes Licht isomerisiert. 
Aber es ist noch nicht sicher bekannt, ob bei seiner Isomeri- 
sierung eine Umlagerung der sekundiiren Alkoholgruppe oder eine 
Verschiebung der Doppelbindung in seinem Molekiil stattgefunden 


1!) Chemiker-Zeitung, 51, 113 (1927). 

*) Liebigs Ann. 465, 148 (1928). 

5) Windaus, A, Liittringhaus u. M. Deppe, Liebigs Ann. 489, 252 
(1931). 

‘) Windaus, J. Gaede, J. Koseru. G. Stein, Liebigs Ann. 483, 17 
(1930); Windaus, K. Dithmar, H. Murke u. F. Suckfill, Liebigs Ann. 
488, 91 (1931). 
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hat. Nach Windaus und Liittringhaus!) erfihrt das Ergosterin 
durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht eine sterische oder 
strukturelle Umlagerung in seinem Molekiil, indem es bei Bildung 
von Suprasterin die Lage der konjugierten Doppelbindung verschiebt. 

Was den EinfluB des ultravioletten Lichtes auf das Chole- 
sterin betrifit, so wurde von Schulze und Winterstein?) und 
Beumer’) beobachtet, daB es durch Ultraviolettstrahlen veriindert 
wird, indem die Digitoninfillbarkeit des Cholesterins dadurch 
herabgesetzt wird. 

Nun ist es allgemein bekannt, daB zwischen Sterinen und 
Gallensiiuren ein inniger chemisch-konstitutioneller Zusammenhang 
besteht. Auf Grund dieser Tatsachen kann man wohl vermuten, 
daB die Gallensiiure aus Sterinen herstammen diirfte, die als 
Bestandteile der Nahrung vom Organismus aufgenommen werden. 
In diesem Sinne hat Yonemura‘) dem Gallenblasenfistelhund 
das Biosterin nach Takahashi verabreicht, welches Vitamin A 
und D enthilt, und gefunden, daf die Gallensiiureausscheidung 
des Hundes dadurch betriichtlich vermehrt wird. Neuerdings wurde 
von Higashi ) weiter beobachtet, daB bei Zufuhr von Ergosterin 
sowle von ultraviolettbestrahltem Ergosterin und bei Zufuhr von 
einem Pilz (Cortinellus Shiitake), der das Ergosterin enthilt, die 
Gallensiiureausscheidung aus der Gallenblasentistel des Hundes 
vermebrt wird. 

Wenn eine genetische Beziehung zwischen Sterinen, wie Ergo- 
sterin und Vitamin D, und Gallensiiuren vorhanden wiire, so miiBte 
die Gallensiiure auch durch Ultraviolettstrahlen photochemisch 
verindert werden, um so mehr weil bei der Untersuchung der 
Gallensiiure von Kroétengalle die Tatsache von Kaziro®) gefunden 
wurde, daB die Wintergalle von Kréten hauptsiichlich aus rechts- 
drehender Bufodesoxycholsiiure und die Sommergalle nur aus links- 
drehender besteht. Bekanntlich lebt die Kréte im Winterschlat 
in der Erde und ist nicht durch Sonnenlicht beeinfluBt, wihrend 
sie 1m Sommer im Sonnenlichte die mit Sonne bestrahlte Nahrung 
aufnimmt. Wenn diese Veriinderung der optischen Aktivitiit der 
Bufodesoxycholsiiure der Krétengalle dem EinfluB der Ultraviolett- 


1) a. a. O. 

*) Diese Z. 43, 316 (1904). 

8) Miinch. med. W. 72 Jg., Nr. 38, 8. 1 (1925). 

*) Jl. of Biochem. 7, 101 (1927). 

5) Arb. Med. Univ. Okayama 1, 582 (1930); 2, Heft 1 (1982). 
®) Noch nicht publiziert. 
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strahlen im Sonnenlicht zuzuschreiben wire, so miiBten die bereits 
gefundenen verschiedenen Gallensiiuren durch kiinstlich erzeugte 
Ultraviolettstrahlen sterisch oder strukturell veriindert werden, 
indem ihre chemischen, physikalischen und physiologischen Eigen- 
schaften dadurch verindert gefunden werden. In der Sommer- 
galle der verschiedenen Tiere diirfte wohl die derartig veriinderte 
neue Gallensiiure in der Natur vorkommen. 

Was den EinfluB der Ultraviolettstrahlen auf die Galle be- 
trifit, so wurde von Condorelli') gefunden, daB die Galle photo- 
dynamisch aktiv ist. Nach Mikami’) soll die Nakagawasche 
Farbenreaktion der wiBrigen Natriumcholat- oder Natriumglyko- 
cholatlésung durch Ultraviolettstrahlen abgeschwiicht werden. 
Aber dariiber hinaus hat er keine weiteren Beobachtungen gemacht. 

In oben erwihntem Sinne habe ich den EinfluB der Ultra- 
violettstrahlen der Quecksilberquarzlampe auf die Cholsiure unter- 
sucht. Nach 15 Minuten wird die Chloroformlésung des Cholsiure- 
methylesters durch Bestrahlung gelb gefiirbt und diese gelbe 
Firbung nimmt mit der Zeit allmihlich zu. Parallel mit der 
Bestrahlungsdauer wird die spezifische Drehung seiner Liésung 
herabgesetzt, bis sie endlich fast konstant bleibt und seine Lés- 
lichkeit in Methylalkohol nimmt dabei zu, wie es bei Ergosterin 
der Fall war. Aus dem gelben Bestrahlungsprodukte wurden 
durch fraktionierte Krystallisation schéne prismatische Krystalle 
erhalten, die bei 162°C schmelzen und eine spezifische Drehung 
von + 25,0 zeigen. In diesen Krystallen hegt ein Methylester 
vor; er wird als P-Cholsiiuremethylester bezeichnet, da sein Schmelz- 
punkt viel héher liegt als der des urspriinglichen Cholsiiuremethyl- 
esters, wiihrend seine spezifische Drehung viel niedriger ist und 
seine Lislichkeit in Methylalkohol zugenommeu hat. Die Mylius- 
sche Reaktion tritt bei @-Ester verzégert und mit etwas anderer 
Farbe auf. Natiirlich bleibt ein Teil von Cholsiureester unverindert. 
Aus dem nichtkrystallisierten Harze wurde durch Verseifung ein 
velbes Harz erhalten, welches in Ather leicht léslich ist und, nach 
der Titrationszahl berechnet, ein viel gréBeres Molekulargewicht hat 
als die Cholsiiture. Dieses Ergebnis spricht dafiir, daB8 zwischen 
den Cholsiuremolekiilen eine Kondensation stattgefunden hat. 
Weitere genaue Untersuchungen iiber die von «- und f-Ester be- 
freiten gelben Harze sind im Gange. 


') Zitiert von Gehrke, Chem. Z. 1931, II, 1591. 
2) Jl. of Biochem. 14, 489 (1932). 
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Zur vollstiindigen Trennung von beiden Estern bedarf es 
vielmaliger Umkrystallisation. Aus 3,3 g @-Ester wurde nur 0,7 g 
von reinem /-Kster erhalten. 
Durch Hydrolyse des #-Cholsiiuremethylesters mit 6°/, iger 
Kalilauge wurde nicht #-Cholsiure, sondern @-Cholsiiure erhalten. 
, 4 Also wurde die £-Cholsiure bei der Verseifung in ¢-Cholsiiure um- 
gewandelt. Diese Veriinderung scheint héchstwahrscheinlich auf 
| der Wirkung der Alkaliionen auf die 8-Cholsiiure zu beruhen, wie 
von Diels u. Linn?) bei Cholesterin bewiesen wurde. 
, Kurz, es hat der Cholsiiuremethylester bei der Bestrahlung 
mit Ultraviolettstrahlen in Chloroformlésung eine Photoisomeri- 
sierung und Photokondensation erfahren. Diese Isomerisierung 
der Cholsiiure beruht héchstwahrscheinlich darauf, dab eine sekun- 
dire Alkoholgruppe im III. Ring des Cholsiuremolekiils sterisch 
umgelagert wird, weil einerseits die Myliussche Reaktion fiir 
8-Cholsiuremethylester sich verzégert, und die Isomerisierung bei 
Desoxycholsiiureiithylester nicht stattfindet, und andererseits weil 
bei der Oxydation mit Chromsiiureanhydrid sowohl von @- als 
auch von #-Cholsiiuremethylester dieselbe Dehydrocholsiiure ge- 
| wonnen wird. 
Also wird die Photoisomerisierung der Cholsiiure mit folgender 
Formel angegeben. 





a-Cholsiure B-Cholsiiure 
OH H 
| C,H,COOH | | | C,,H,,COOH 
| i aes t a 
ia ts ail s 
Cro, cr0, | KOH 
y / Y 
co OH 
os er, 
| || C,oH,,COOH - | || CoH,COOH 
& a res = ie | 
| | | 
co 00 HO. A on 
Dehydrocholsaure a-Cholsiiure 


1) Ber. chem Ges. 41, 260 (1908). 
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Experimenteller Teil. 


Cholsiuremethylester. Der Ester wurde nach Schotten!) 
dargestellt. Er schmilzt bei 147°C. Durch mehrmalige Um- 
krystallisation aus Methylalkohol wird er in schén prismatischen 
Krystallen erhalten; Schmelzp. 155°, [@]j° =+ 30,09 in Chloro- 
formlésung. 

Optische Verinderung des Cholsiuremethylesters 
durch Ultraviolettstrahlen. Als Lichtquelle wurde eine ge- 
wohnliche Quarzlampe von Hanau (100 Volt und 7,5 Amp.) zur 
Bestrahlung verwandt. Der Cholsiiuremethylester wurde in Chloro- 
form im Verhiltnis von 0,5 °/, gelést und in offener Glasschale 
in 25 cm Entfernung von oben bestrahlt. Erst nach 15 Minuten 
wurde die Chloroformlésung schwach gelblich und diese gelbe 
Farbung nahm allmihlich mit dem Verlauf der Bestrahlung zu. 
Die spezifische Drehung der bestrahlten Liésung wurde nach 0,5, 
1,0 und 1.5 Stunden dreimal bestimmt. Durch weitere Bestrahlung 
bleibt die optische Aktivitit fast unveriindert. Die Veriinderung 
der optischen Drehung wird in folgender Tabelle angegeben fiir 
0,515 °/, Chloroformlésung: 














Bestrahlungsdauer in Min. 0 30 60 90 
a + 80,09 + 27.70 | + 27,18 | + 26,90 


6-Cholsiuremethylester. Cholsiiuremethylester wurde in 
Chloroformlésung im Verhiltnis von 0,5 °/, eine Stunde lang mit 
der Quarzlampe in einer Entfernung von 25 cm bestrahlt und 


diese bestrahlte Lésung durch Abdampfen bei Zimmertemperatur 


von Chloroform befreit. Der gelb gefirbte sirupése Riickstand 
wurde in Methylalkohol suspendiert; beim Umriihren mit Glas- 
stiibchen schied sich eine weibe Krystallmasse aus, die aus Methyl- 
alkohol umkrystallisiert wurde. Dabei werden weibe prismatische 
Krystalle erhalten, die bei 96—105°C schmelzen. Durch fraktio- 


nierte Krystallisation und mehrmalige Umkrystallisation steigt der 


Schmelzpunkt auf 162°C, die spezifische Drehung in Chloroform 


zeigt 
4,1 x 100 
20 = =e = 2 > 
aa liaiiaal 2 x 0,82 alts 





Die Krystalle sind in Chloroform, Methylalkohol, Ather und 
Athylalkohol viel leichter léslich als Cholsiituremethylester und 


') Diese Z. 10, 175 (1886). 
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in alkoholischer Lésung mit Digitonin nicht fillbar. Natiirlich 
geben sie keine Tortelli-Jaffésche und Rosenheim sche 
Reaktion, wohl aber die Pettenkofersche und Ham- 
marstensche Reaktion fiir Cholsiiure. Die Myliussche Re- 
aktion wird von den Krystallen sehr verzigert gegeben im 
(yegensatz zu Cholsiuremethylester, und die dabei auftretende 
Farbe ist schlecht. Die sogenannte Nakagawasche Reaktion!) 
fiir Cholsiure ist deutlich. Bei der fraktionierten Krystallisation 
wurde ein unveriinderter, in Prismen krystallisierender Chol- 
siuremethylester erhalten, der bei 155°C schmilzt und [a@]j,’ = 
+ 30,09 zeigt. Aus dem gelben Bestrahlungsprodukte wurden 
zwei verschiedene Produkte in prismatischen Krystallen gewonnen, 
von denen das eine unverinderter Cholsiiuremethylester ist, wihrend 
das andere neugebildet ist. Ich méchte das erste als @- und das 
andere als 8-Cholsiuremethylester bezeichnen. 

Dieser #-Cholsiiureester wurde auch durch Bestrahlung des 
«-Cholsiureesters in Atherlésung erhalten, aber in sehr schlechter 
Ausbeute. Das beruht wahrscheinlich darauf, da® der Ather die 
Ultraviolettstrahlen weniger adsorbiert als das Chloroform. 

Cholsiure aus #-Cholsiuremethylester. #-Cholsiure- 
methylester wurde in 6 °/, iger methylalkoholischer Kalilauge auf 
dem Wasserbad 6 Stunden lang erwiirmt. Nach dem Erkalten 
wurde die Lésung mit verdiinnter Salzsiiure angesiiuert und die 
Killung aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Hierbei wurde 
eine in Nadeln oder Prismen krystallisierende Masse erhalten. 
Die Krystalle schmelzen bei 198°C und zeigen die Myliussche Re- 
aktion. Thre spezifische Drehung in Alkohol betriigt [@]}° = + 37,2. 

Titration: 0,11 g Substanz brauchte 13,53 cem n/50-NaOH. Indikator: 


Phenolphthalein. 
Aquivalent fiir C,,H,.(0H),COOH Ber. 408,3°/, Gef. 406,5°/,. 


Die Krystalle wurden in Methylalkohol gelést und unter Ein- 
leiten von trocknem Salzsiiuregas in Ester umgewandelt. Die er- 
haltenen prismatischen Krystalle schmelzen bei 155°C und ihre 
spezifische Drehung in Chloroform betriigt [a@]%° = + 30,09. 

Die aus f-Ester durch Hydrolyse erhaltenen Krystalle wurden 
in Kisessig mit Chromsiure oxydiert. Aus dem Reaktionsgemisch 
wurde eine in Nadeln krystallisierende Masse erhalten, die aus 
verdiinntem Aceton umkrystallisiert wird. Sie schmilzt bei 237 bis 





1) §. Mikami (a. a. O.); S.Nakagawa u. H. Fujikawa, J. of 
Biochem. 12, 399 (1930). 
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238°C und zeigt [@]p°=+ 30,0, Der Mischschmelzpunkt mit 
Dehydrocholsiiure zeigt keine Depression. 

Nach diesem Ergebnis ist kein Zweifel mehr, da’ die durch 
Verseifung aus #-Cholsiuremethylester erhaltene, bei 198 °C schmel- 
zende Siiure gewohnliche Cholsiiure ist. Es wurde naimlich wider 
Erwarten durch Hydrolyse mit Kalilauge nicht f-Cholsiure aus 
(-Cholsiiuremethylester, sondern g-Cholsiure erhalten. Dies scheint 
héchstwahrscheinlich darauf zu beruhen, dab bei der Hydrolyse 
die #-Cholsiiure durch die Wirkung des Alkali wieder in urspriing- 
liche Cholsiiure umgewandelt wird, genau wie es bei Cholesterin 
der Fall war. 

Das nicht krystallisierte Bestrahlungsprodukt. Die 
von @- und f£-Cholsiuremethylester befreite methylalkoholische 
Lésung wurde auf dem Wasserbad verdampft. Es bleb eine 
gelbe harzige Masse zuriick. Sie krystallisierte weder aus Al- 
kohol, Aceton, Eisessig, noch aus Ather und Essigiither, und 
unter Palladiumkatalysator war sie mit Wasserstoff nicht hy- 
drierbar. Das aus Methylalkohol wiederholt gefallte, getrocknete 
gelbe Harz zeigt die spezifische Drehung [e@]j° = + 26,60 in 
Methanol. Parallel mit der Bestrahlungsdauer nimmt dieses gelbe 
Harz zu. Wenn es mit Kalilauge verseift wird, so bleibt eine 
gelblich gefiirbte Siiure zuriick, die in Alkohol und in Ather leicht 
lislich ist. Die getrocknete gelbe Siiure zeigt die spezifische 
Drehung in 2°/,iger Alkohollésung: [e@]j° = + 25,0. 

Titration: 0,1 g Substanz brauchte 8,45 ccm n/50-KOH. 

Aquivalent: 591,7. 

Sie gibt keine Pettenkofersche, Tortelli-Jaffésche, 
Myliussche, Liebermannsche, Rosenheimsche und Naka- 
gawasche Reaktionen. Mit Palladium und Wasserstoff ist sie 
nicht hydrierbar. Sie hat aus der Aquivalentzahl berechnet ein 
gréBeres Molekulargewicht als die Cholsiure selbst. Das beruht 
wabrscheinlich auf der Kondensation der Cholsiuremolekiile. 
Betrefis dieser gelben Siure sind weitere Untersuchungen im 
Gange. 

Bestrahlung der Cholsiure in Alkohol und des Na- 
triumcholates in Wasser. Diesmal wurde die Cholsiure selbst 
in Alkohol gelést und genau wie vorher mit Ultraviolettstrahlen 
bestrahlt. Nach einer Stunde zeigte die Lésung eine spezifische 
Drehung von [@]j° = + 35,0 und nach 2Stunden von [@]j° = + 33,5. 
In letzterem Fall wurde die Lisung ganz schwach gelblich. Aber 
daraus wurde keine f-Cholsiiure gefunden. 
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t Beim Bestrahlen der wiBrigen Natriumcholatlésung wurde 
selbst nach 2 Stunden keine optische Veriinderung beobachtet 

h und das Natriumcholat blieb dabei ganz unveriindert. 

- Bestrahlung des Desoxycholsiureithylesters. Der 

| Ester wurde nach der Angabe von Wieland!) dargestellt. Er 

s schmilzt bei 81°C und seine spezifische Drehung zeigt in Al- 

t kohol [¢]j° = + 49,66 und in Chloroform [@]}j” = + 48,53. 

e Der Ester wurde in Chloroform gelést und genau wie der 

- Cholsiuremethylester mit Ultraviolettstrahlen bestrahlt. Die 

n Chloroformlésung zeigte bei 20, 40, 60 und 120 Minuten Be- 


strahlungsdauer keinen Farbenwechsel und keine optische Ak- 
e tivitiitsveriinderung. Aus der bestrahlten Chloroformlésung wurde 
e | der Desoxycholsiiureithylester, der bei 81°C schmilzt, un- 
( veriindert wieder gefunden. Auch beim Bestrahlen der alko- 
- holischen Desoxycholsiurelésung wurden weder ein Farbenwechsel, 


i noch eine optische Aktivitiitsveriinderung beobachtet. Also haben 
» | die Ultraviolettstrahlen keinen Kinflu8 auf die Struktur der Des- 
e oxycholsiure. 

n Bekanntlich hat die Desoxycholsiiure im I. und II. Ring ihres 


Molekiils die OH-Gruppe, wiihrend die Cholsiiure sie auch noch 
im III. Ring hat. Auf Grund dieser Tatsachen ist héchstwahr- 


t scheinlich die Isomerisierung der Cholsiure durch Bestrahlung 
e durch die sterische Umlagerung der OH-Gruppe im III. Ring 


des Cholsiuremolekiils bedingt. Um diese Ansicht experimentell 
zu bestiitigen, habe ich folgenden Versuch ausgefiihrt. 
Dehydrocholsiuremethylester. 0,47 g £# - Cholsiure- 
methylester wurde in 5 ccm Eisessig gelést und unter Zusatz 
von 4,5 ccm einer 10°/,igen Chromsiureeisessiglésung oxydiert, 
so daB die Temperatur 50°C nicht iiberstieg. Aus dieser Liésung 





e 
7 wurde unter Zusatz von 1 Liter Wasser eine Krystallmasse aus- 
t gefillt und diese Fillung abfiltriert. Sie wurde aus Methylalkohol 
’ mehrmals umkrystallisiert und dadurch schéne Nadeln erhalten, 
| die bei 238°C schmelzen und deren spezifische Drehung in 
__ Alkohol [e]2°=-+ 42,6 betriigt. 

‘ | Der a-Cholsiuremethylester wurde in ganz gleicher Weise 
t | mit Chromsiiure oxydiert und dadurch schéne Krystallnadeln 
n | erhalten, die den gleichen Schmelzpunkt und die gleiche spezi- 
e  fische Drehung zeigen. Der Mischschmelzpunkt der beiden zeigt 
. | keine Depression; also sind sie identisch. Zur weiteren Bestiiti- 
pA 1) H. Wieland u. H. Sorge, Diese Z. 97, 1 (1916). 
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gung, daB diese beiden ein und derselbe Dehydrocholsiure- 
methylester sind, habe ich Dehydrocholsiiure, die bei 237°C 
schmilzt und [¢]%° = + 30,0 hat, mit Diazomethan verestert und 
mit jenen beiden Nadelkrystallen, die aus @- und #-Cholsiure- 
methylester gewonnen wurden, identifiziert. Sie sind ganz sicher 
identisch, indem sie den gleichen Schmelzpunkt und die gleiche 
spezifische Drehung zeigen und der Mischschmelzpunkt keine 
Depression zeigt. Es wurde niimlich sowohl aus a@- als auch 
aus #-Cholsiiureester durch Oxydation derselbe Dehydrocholsiure- 
methylester gewonnen. Also ist die Isomerisierung der Chol- 
siiure durch Bestrahlung mit Ultraviolettstrahlen in die #-Chol- 
siure der sterischen Umlagerung der sekundiiren Alkoholgruppe 
im Cholsiiuremolekiil zuzuschreiben. 

Ks wurde bereits erwiihnt, daB bei @-Cholsiiuremethylester 
die Myliussche Reaktion, die bei a@-Ester sofort eintritt, sich 
sehr verzégert, und daB bei Desoxycholsiiure keine Photoisomeri- 
sierung stattfindet. Aus den Ergebnissen geht wohl hervor, daB 
die f-Cholsiiure durch sterische Umlagerung der sekundiren Al- 
koholgruppe im III. Ring des Cholsiiuremolekiils bei der Be- 
strahlung gebildet wird. 

Was die biologische Wirkung des Bestrahlungsproduktes be- 
trifit, so wurde im Jahre 1926 von Rosenheim und Webster’) 
berichtet, daB Cholsiiure und Desoxycholsiiure 30 Minuten lang 
mit Ultraviolettstrahlen bestrahlt und daB diese bestrahlte Siiure 
jungen Ratten, 2,5 mg pro Tag, gegeben wurde. Dabei haben sie 
gefunden, daB diese Siuren gar keine antirhachitische Wirkung 
haben. 

Was die physiologische Wirkung meines Bestrahlungsproduktes 
hetrifft, so ist die Untersuchung dariiber noch im Gange. 


') Biochemie. J. 20, 543 (1926). 











Vs \wy a a tl ° 








Uber die Verbreitung und Natur der Carotinoide in Beeren.’) 


Von 


Alfred Winterstein und Ursula Ehrenberg. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Februar 1932.) 


Auf Grund capillar-analytischer Untersuchungen kam 
H. Kylin?) in Anlehnung an Untersuchungen von V. Lubi- 
menko*®) zum SchluB, daB in verschiedenen Beeren und Bliiten 
auBer den weit verbreiteten Carotinoiden Carotin, Lycopin und 
Xanthophyll eine ganze Anzahl nahe verwandter Farbstoffe vor- 
kommen, fiir die er die Bezeichnungen Sorbusin, Arumin, Calen- 
dulin, Physalin, Capsumin usw. prigte. Die Untersuchungen von 
R. Kuhn, sowie von L. Zechmeister*) und ihren Mitarbeitern 
ergaben, daB die von H. Kylin als Physalien und Capsumin be- 
zeichneten Farbstoffe tatsichlich besondere Individuen darstellen, 
nimlich Fettsiureester von Carotinoiden, fiir die der Name 
Physalien und Capsanthin gewahlt wurde. Hingegen erwies sich 
die Annahme Kylins, daf Sorbusin, der Carotinoidfarbstoff der 
Vogelbeere mit dem Farbstoff der Bliiten von Tropaeolum majus 
nahe verwandt sein miisse, als unrichtig. Sorbusin ist nach den 
Untersuchungen von R. Kuhn und E. Lederer®) ein Gemisch 
von «- und #-Carotin, das Carotinoid aus Tropaeolum wurde von 
R. Kuhn und A. Winterstein®) als Xanthophyllester (Helenien) 
erkannt. 





1) Vorgetragen in der Basler Chemischen Gesellschaft am 29. I. 1931. 

2) Diese Z. 138, 229 (1927). 

3) Die Farbungen der Pflanze, Leningrad 1924. Eine Zusammenstellung 
der Literatur iiber Carotinoide von 1902—1930 findet sich in der Dissert. von 
W. Kaufmann. E.T.H. Ziirich 1930, die wir Interessenten gerne zur Ver- 
fiigung stellen. 

4) R.Kuhnu. W. Wiegand, Helvet. chim. Acta 12, 499 (1929); R. Kuhn 
A. Wintersteinu. W. Kaufmann, Ber. chem Ges. 68, 1489 (1930); L. Zech- 
meister u. L. v. Cholnoky, Liebigs Ann. 487, 197 (1931). 

5) Ber. chem. Ges. 64, 1349 (1931). 

6) Naturw. 18, 754 (1930). 
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Der capillar-analytischen Methode zur Differenzierung von 
Carotinoiden kommt danach nur ein sehr bedingter Wert zu. Zu 
irrigen Schliissen wird sie stets in den Fallen fiihren, wo die im 
pflanzlichen Material enthaltenen Carotinoide schon wihrend der 
Reife der Friichte teilweise verindert werden und danach als Ge- 
misch nicht definierbarer, braunrot gefirbter, in Alkohol leicht 
léslicher Substanzen vorliegen, welche keine Absorptionsbanden 
besitzen, die zur Charakterisierung dienen kénnten. Einen typischen 
Fall, in dem die capillar-analytische Methode versagen muB, stellen 
die weiter unten erwahnten Spargelbeeren dar, aus welchen wber 
90°/, des colorimetrisch bestimmten Farbstoffes nur als rotbraunes 
Harz gewonnen werden kénnen. 

In einer vor kurzem erschienenen Arbeit zeigen R. Kuhn 
und H. Brockmann}?), daB die Adsorptionsanalyse nach M.Tswett 
der capillar-analytischen Methode weit wberlegen ist. Absolut 
sicheren Aufschlu8 iiber die Natur der in Beeren und Bliiten vor- 
liegenden Carotinoide kann jedoch nur deren Isolierung bringen. 

Wir zeigen im folgenden, daB es auch bei Verwendung ver- 
hiltnismaBig kleiner Mengen Pflanzenmaterials gelingt, die Caroti- 
noide in krystallisiertem Zustande zu erhalten. Nach geeigneter 
Vorbehandlung der Beeren mit Methanol oder Aceton konnten 
wir aus den Friichten der Maigléckchen (Convallaria mayjalis) 
Carotin, Lycopin und Xanthophyl! isolieren, aus den Friichten 
der Zaunriibe (Bryonia dioica) Lycopin, aus der Sanddornbeere 
(Hippophaé rhamnoides) aus Solanum Henderson, aus Lycium 
barbarum sowie aus Spargelbeeren (Asparagus officinalis) Physalien 
gewinnen. 

In nachstehender Tabelle sind die in iberwiegendem MaBe in 
roten Beeren vorkommenden Carotinoide angefiihrt. Soweit der 
Nachweis bisher nur spektroskopisch erbracht ist, sind die bota- 
nischen Namen mit * versehen. 

Wir erkennen, daB Carotin selten als einziges Carotinoid in 
Beeren vorkommt. Physalien wurde hiufiger gefunden, wahrend 
Luteinester bis jetzt nur in Beeren von Maigléckchen in kleiner 
Menge gefunden wurde. Nach den bis jetzt vorliegenden Unter- 
suchungen ist Lycopin der hiaufigst vorkommende Carotinoid- 
farbstoff roter Beeren. Vom pflanzenphysiologischen Standpunkt 
aus interessant erscheinen die Friichte von Cucumis citrullus und 
Convallaria majalis, in welchen Carotin und Lycopin nebeneinander 


1) Diese Z. 206, 41 (1932). 
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im Verhaltnis von etwa 1:8 bzw. 1:1 vorkommen. Es wire denk- 
bar, daB man durch Variation der Reifungsbedingungen das Mengen- 
verhiltnis der isomeren Farbstoffe beeinflussen und damit die 
angenommenen strukturellen Beziehungen biologisch priifen konnte. 


Physalien. Lycopin. 
Physalis Alkekengi?) Lycopersicum esculentum’) 
Physalis Francheti!) Rosa canina!®) 

Lycium halimifolium?) Tamus communis!*) 
Lycium barbarum Solanum dulcamara!?) 
Evonymus europaeus*) Bryonia dioica 
Hippophaé rhamnoides‘) Erythroxylon coca*?*) 
Asparagus officinalis Erythroxylon nova granad.*!*) 
Solanum Hendersonii Actinophlocus spec.* 
. Archontophoenix Alexandrae* 
Carotin. Arum maculatum**) 
Sorbus aucuparia®) Calyptrocalix spicatus* 
Cucurbita maxima®) Nenga polycephalus* 
Ptychandra glauca* 
Carotin und Lycopin. Ptychosperma elegans* 
Cucumis citrullus’) Sinaspadix Petrichiana* 
Convallaria majalis Solanum decasepalum* 
Trichosanthes**) Tanernae montana pentast*, 





1) R. Kuhn u. W. Wiegand, Helvet. chim. Acta 12, 499 (1929). 
2) L. Zechmeister u. L. v. Cholnoky, Liebigs Ann. 481, 42 (1930). 
3) L. Zechmeister u. P. Tuzson, Diese Z. 196, 199 (1931). In diesem 
Falle liegt die Farbstoffkomponente des Farbwachses zum gréBten Teil un- 
verestert vor. 
4) P. Karrer u. H. Wehrli, Helvet. chim. Acta 138, 1104 (1930). 
5) R. Kuhn u. E. Lederer, Ber. chem. Ges. 64, 1349 (1931). 
6) H. Suginome u. K. Ueno, Bull. of the Chemical Soc. of Japan 6, 
221 (1931). Héchstwahrscheinlich ist der von den Autoren als Cucurbiten be- 
zeichnete Farbstoff ein Gemisch von viel /-Carotin mit wenig «-Carotin. Das 
daneben vorkommende Carotinoid ,,Cucurbitaxanthin’ diirfte nicht ganz 
reines Lutein sein. 
7) L. Zechmeister u. P. Tuzson, Ber. chem. Ges. 68, 2882 (1930). 
8) ’ Monteverde u. V. Lubimenko, Bull. Acad. Sci. Petrograd 6, 
1105 (1913). 
®) R. Willstatter u. H. H. Escher, Diese Z. 64, 47 (1910). 
10) H. H. Escher, Helvet. chim. Acta 11, 752 (1928). 
11) L. Zechmeister u. L. v. Cholnoky, Ber. chem. Ges. 63, 422 (1930). 
12) L. Zechmeister u. L. v. Cholnoky, Ber. chem. Ges. 63, 787 (1930). 
13) Nach Untersuchungen von H. Brockmann, K. W.I. Heidelberg. 
14) Die folgenden sind zitiert nach L. S. Palmer, Carotinoids and related 
Pigments, New York 1922, 8S. 77. 
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In diesem Zusammenhang erscheinen die Beobachtungen 
V. Lubimenkos?) von Interesse, nach welchen die Friichte von 
Gonocarium obovatum und Gonocarium pyriforme einen Farb- 
stoff enthalten, dessen Absorptionsbanden zwischen denen des 
Lycopins und Carotins legen. Die gleiche Beobachtung machten 
wir an den Friichten von Maigléckchen. Bei der fraktionierten 
Krystallisation des daraus gewonnenen Carotin—Lycopingemisches 
wurde eine Mittelfraktion erhalten, deren erste Absorptionsbande 
(in Schwefelkohlenstoff) bei 530 my lag, waihrend die entsprechende 
Bande fiir Carotin bei 520 mu, diejenige von Lycopin bei 544 my 
gefunden wurde. Die scharfen Absorptionsbanden der Mittel- 
fraktion lassen es aussichtsreich erscheinen, zu priifen, ob der darin 
enthaltene Farbstoff auch seiner Struktur nach zwischen Carotin 
und Lyecopin liegt, indem er nur einen Jononrest enthalt und da- 
mit etwa folgende Konstitution besitzen wiirde: 


CH, CH, CH, 
H,C H H, H, | H HH | Haas i H H 
»C=C—C—C—C== C—C=C—C == C—C=C—O== C—O 
H.C“ 
H,C CH, 
a al 
C 
H,C C—C=C—C=—C—C=C—C== C—C 
HH | H H H | H H 
H,C C CH, CH, 
i al 
CH, CH, 


Zur fraktionierten Krystallisation von Carotin und Lycopin 
erwies sich ein Gemisch von Trichloraithylen—Alkohol als recht ge- 
eignet. Fiir weitere Untersuchungen des Carotinoidgemisches der 
Friichte von Convallaria wird man sich zweckmébig der Adsorp- 
tionsanalyse bedienen. 

L. Zechmeister und L. v. Cholnoky haben aus Lycium 
halimifolium (Bocksdornbeere) Physalien isolieren kénnen, wir 
fanden denselben Farbstoff in einer anderen Spezies, namlich in 
den Beeren von Lycium barbarum. Demgegeniiber kommen in 
verschiedenen Spezies von Solanum verschiedene Carotinoide vor. 
In Solanum duleamara, sowie in Solanum decasepalum findet sich 
Lycopin, wihrend wir aus den orangeroten Beeren von Solanum 
Hendersonii Physalien gewinnen konnten. Durch spektroskopische 
Untersuchung der Beeren von Bryonia dioca stellten P. Karrer 


1) Rev. gén. botan. 26, 474 (1914). 
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und H. Wehrli das Vorhandensein von Lycopin fest. Nach unseren 
Befunden sind diese Beeren sehr reich an Lycopin, das sich leicht 
in krystallisiertem Zustand isolieren 1éBt. Dieselben Autoren 
stellten in den Sanddornbeeren die Anwesenheit eines Zeaxanthin- 
esters fest, der sich nach unseren Untersuchungen als Physalien 
erwiesen hat. Die Reindarstellung des Physaliens gelingt in diesem 
Falle verhaltnismaéfig leicht nach Vorextraktion der Beeren mit 
Methanol und Aceton. 

Die Vorbehandlung des Pflanzenmaterials mit Methanol bzw. 
Aceton ist von besonderer Wichtigkeit, wenn die Farbstoffe schon 
wihrend des Reifungsprozesses Umwandlungen erfahren haben. 
In den stark rot gefarbten Spargelbeeren scheint der gr6éBte Teil 
des urspriinglich gebildeten Physaliens in anoxydiertem Zustand 
vorzuliegen. Bet der Behandlung der Beeren mit Methanol und 
Aceton wird schon in der Kalte eine groBe Menge eines Farbwachses 
extrahiert, das nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. 
Bei der Verseifung der Alkohol- und Acetonextrakte konnte nur 
eine sehr kleine Menge Zeaxanthin erhalten werden, waihrend der 
gréBte Teil des Verseifungsproduktes eine dunkelrote, amorphe 
Masse darstellte, welche zwar noch die Carotinoidreaktionen 
leferte, sehr autoxydabel war, aber weder zur Krystallisation 
gebracht werden konnte, noch Absorptionsbanden zeigte. Aus den 
mit Alkohol und Aceton vorbehandelten Beeren konnte durch 
Extraktion mit Benzol und Fallen mit Alkohol eine kleine Menge 
reinen Physaliens gewonnen werden. 


Experimenteller Teil. 


Isolierung von Carotin, Lycopin und Xanthophyll 
aus Beeren von Convallaria majalis (Maigléckchen). 1 kg 
frische, im Herbst 1930 gesammelte Beeren (etwa 2000 Stiick) 
wurden von Hand von den Kernen befreit und die dabei erhaltenen 
Haute (300 g) mit 400 ccm Aceton iiber Nacht stehen gelassen. 
Nach dem Abnutschen wurde mit 300 cem Methanol und hierauf 
mit 200 cem Aceton kurz aufgekocht, wobei neben wenig Farb 
stoff betrachtliche Mengen farbloser Substanzen in Loésung gingen. 
Zur Gewinnung des Farbstoffes wurden 4mal mit je 300 cem 
Aceton ausgekocht, die vereinigten Acetonausziige mit 200 cem 
Petrolither (830—50°) vermischt und das Aceton durch Waschen 
mit Wasser vollstandig entfernt. Beim Durchschiitteln der Petrol- 
atherlésung mit 80°/, Methanol ging eine kleine Menge Farbstoff 
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in die untere Schicht. Zur Verseifung vorhandener Farbwachse 
wurde die petrolitherische Lésung mit 10 cem 5°/,iger Natrium- 
ithylatlésung versetzt und 3 Stunden unter Stickstoff stehen ge- 
lassen. Die Entmischung wurde durch Zusatz von 10 cem 80°/,igem 
Methanol bewerkstelligt; die alkoholische Lésung war stark rot 
gefirbt. Nach zweimaligem Ausschiitteln mit 90 bzw. 80°/, Methanol 
ging kein Farbstoff mehr in die untere Schicht. Die vereinigten 
alkoholischen Xanthophyll6sungen wurden mit 20 ccm Petrol- 
ither iiberschichtet und mit Wasser versetzt, wobei eine schwache 
Fallung auftrat. Es wurde gut durchgeschittelt und 24-Stunden 
bei 0° stehen gelassen, wobei sich an der Zwischenschicht eine 
kleine Menge Xanthophyll abschied, das nach einmaligem Um- 
krystallisieren aus Methanol bei 186° (korr. Berl) schmolz. Der Ver- 
gleich mit Lutein aus Tagetes ergab Identitat der beiden Farbstoffe. 

Die tiefrot gefairbte Petrolatherldsung wurde im Kohlen- 
dioxydstrom auf ein kleines Volumen eingeengt. Nach kurzem 
Stehen krystallisierte neben einer kleinen Menge einer farblosen 
Substanz Lycopin aus. Der farblose Begleiter lieB sich durch Aus- 
kochen mit Methanol entfernen. Zur weiteren Reinigung lésten 
wir das Lycopin in 5 ccm Schwefelkohlenstoff und versetzten mit 
10 ecem absolutem Alkohol, wobei der Farbstoff in feinen Nadel- 
chen vom Schmelzp. 171° (korr. Berl) auskrystallisierte. 

3,126 mg Substanz gaben 10,315 mg CO,, 2,785 mg H,0. 

C,H, Ber. C 89,48°/, H 10,52%/, 
ref. ,, 90,00 »» 9,97 

Aus der petrolitherischen Lésung schied sich beim Stehen 
iiber Nacht eine weitere kleine Menge von Krystallen ab, die nach 
dem Umkrystallisieren aus Trichlorithylen—Alkohol unscharf bei 
170° schmolzen. Diese Fraktion unterschied sich in ihrem spektro- 
skopischen Verhalten stark von Carotin und Lycopin. Die Ab- 
sorptionsbanden einer Schwefelkohlenstofflésung lagen zwischen 
denjenigen der beiden Farbstoffe: 


Lycopin Farbstoff aus Convallaria Carotin 
544 my 530 my 520 mu 
507,5 my 499 my 483 my 
473 mu 469 mu 453 mu 
455 my 438 mu 


Durch fraktionierte Krystallisation dieser Mittelfraktion konnte 
noch eine kleine Menge Lycopin abgetrennt werden, die urspriing- 
lich vorhandenen Absorptionsbanden lagen danach noch an der- 
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selben Stelle. Zur weiteren Untersuchung stand nicht geniigend 
Farbstoff zur Verfiigung. 

Die Petrolithermutterlauge der Mittelfraktion wurde weit- 
gehend verdampft, mit 5ccem Trichlorithylen versetzt, zum 
Sieden erhitzt und zur heiBen Lésung warmer Alkohol (etwa 
5 cem) zugefiigt. Nach kurzer Zeit schied sich eine kleine Menge 
Lycopin in charakteristischen diinnen Prismen aus, die sofort ab- 
: genutscht wurden und nach einmaligem Umkrystallisieren aus 
) Trichloréthylen—Alkohol bei 171° (korr. Berl) schmolzen. Durch 
L Versetzen der Mutterlaugen mit mehr Alkohol erhielt man ein 
3 Gemisch von viel Carotin und wenig Lycopin, das sich durch 
. fraktionierte Krystallisation aus Trichlorithylen—Alkohol leicht 
° trennen lieB. Das Carotin erscheint aus diesem Lésungsmittel- 
. gemisch in charakteristischen, an  Briefkuverts erinnernden 
. Krystallen. Der Schmelzpunkt lag bei 180° (korr. Berl). Aus 
L Schmelzpunkt und Absorptionsbanden (erste Bande in Schwefel- 
L kohlenstoff bei 519,5 my) ist zu entnehmen, daB dieses Carotin 
, zur Hauptsache aus f-Carotin besteht. Das Carotinoidgemisch 
1 der von uns untersuchten Maigléckchenbeeren bestand zu etwa 
t 40°/, aus Carotin, und etwa 40°/, aus Lycopin und 20°/, aus der 
- mittleren Fraktion. 

Trennung eines synthetischen Gemisches von Caro- 
tin und Lycopin. Ein Gemisch von 10 mg Carotin und 10 mg 
Lycopin wird in 4 cem Trichloraéthylen hei8 gelést und mit 6 cem 
siedendem, absolutem Alkohol versetzt. Beim Erkalten fallt 

. Lycopin in violetten, langen Prismen aus (4 mg, Schmelzp. 171°, 
. korr. Berl). Nach einigem Stehen scheidet sich eine weitere Kry- 
stallfraktion ab, die zur Hauptsache aus Lycopin besteht. Diese 
wird mit 5 ccm Athylalkohol ausgekocht, wodurch die kleine Menge 
vorhandenen Carotins in Lésung gebracht wird. Totalausbeute an 
Lycopin 7 mg = 70°/, des angewandten. Die alkoholische Carotin- 
ldsung wird zur Hauptfraktion gegeben, zum Sieden erhitzt und 
stehen gelassen. Hierbei scheidet sich fast reines Carotin in 
typischen briefkuvertihnlichen Formen aus. Nach einmaligem 
Umkrystallisieren aus Trichlorithylen—Alkohol erhilt man 5 mg 
Carotin = 50°/, des angewandten. Die Mutterlauge wird im 
Vakuum verdampft, der Riickstand in wenig Petrolither auf- 
yenommen und durch eine 5 em hohe Schicht von Aluminiumoxyd 
) segeben. Beim Nachwaschen mit Petrolither lauft das Carotin 
x zuerst ab, wahrend Lycopin adsorbiert bleibt und durch Behandeln 
mit Schwefelkohlenstoff gewonnen werden kann. Nach diesem 
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Verfahren liBt sich ein Carotin—Lycopingemisch fast quantitativ 
trennen.') 

Isolierung von Lycopin aus Bryonia dioica (Zaun- 
riibe). 350g Beeren wurden mit 500 ccm Methanol iiber Nacht 
stehen gelassen, abgepreBt und von den Kernen befreit, wobei 
80 g feuchte Beerenhiute gewonnen wurden. Man kochte 2 mal 
kurze Zeit mit je 250 eem Methanol auf, wobei neben wenig Farb- 
stoff betrichtliche Mengen farbloser Substanzen in Lésung gingen. 
Nach dem Abpressen wurden die Haute 2 Stunden im Vakuum 
bei 40° getrocknet. Die trockenen Haute (18 g) wurden feinst 
pulverisiert, 3 Stunden mit 150 ccm Schwefelkohlenstoff stehen 
gelassen, abgenutscht und mit 50 ccm siedendem Schwefelkohlen- 
stoff nachgewaschen. Nach dem Verjagen des Lésungsmittels im 
Kohlendioxydstrom bis auf 10 cem wurde mit 40 ccm siedendem 
Methanol versetzt, wobei das Lycopin ausfiel. Die noch warme 
Losung wurde abgenutscht und der Riickstand 2 mal mit je 20 cem 
Alkohol ausgekocht. Wir erhielten auf diese Weise 185 mg rohes 
Lycopin vom Schmelzp. 155°, das nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Trichlorithylen—Alkohol bei 170° (korr. Berl) schmolz. 

Isolierung von Lycopin aus Solanum dulcamara 
(BittersiB). 50g frische Beeren wurden mit 150 cem Methanol 
einige T'age stehen gelassen, abgenutscht und die Beeren zerquetscht. 
Zur Entfernung farbloser Begleitstoffe wurde 2 mal mit je 50 ccm 
Methanol ausgekocht und der Farbstoff durch zweimalige Extrak- 
tion mit je 75 cem siedendem Aceton in Lésung gebracht. Das 
Lycopin fiel beim Erkalten in roten Flocken aus und wurde rasch 
abgenutscht. Durch Waschen mit wenig heiBem Alkohol wurden 
noch etwas Begleitstoffe entfernt. Der rohe Farbstoff (10 mg) 
wurde in 1 cem Trichloraéthylen gelést und mit 2 ccm siedendem 
Alkohol versetzt, wobei reines Lycopin vom Schmelzp. 170° aus- 
krystallisierte. 

Isolierung von Physalien aus Hippophaé rhamno- 
ides (Sanddornbeere). 500 g frische Beeren (Ernte August 1930) 
wurden mit 750 ccm Methanol einige Tage stehen gelassen, ab- 
genutscht, und die Beeren auf der Nutsche zerquetscht. Durel: 
zweimaliges Auskochen mit je 800 ccm Methanol konnten be- 
deutende Mengen farbloser Begleitsubstanzen entfernt werden, dic 
aus den schwach gelb gefirbten Lésungen beim Erkalten aus- 
krystallisierten. Die noch alkoholfeuchten Beeren wurden mit 


1) Vgl. hierzu R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 206, 41 (1932). 
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Aceton ausgekocht und hei8 abfiltriert. Beim Erkalten schied sich 
das Physalien in roten Flocken ab. Man filtrierte sofort und er- 
hielt etwa 20 mg Physalien, das bei 87° schmolz. Nach einmaligem 
Umkrystallisieren aus Benzol—Alkohol lag der Schmelzpunkt bei 95°. 
Mischschmelzpunkt mit reinem Physalien gab keine Depression. 


2,650 mg Substanz gaben 8,04 mg CO,. 
CreHi160, Ber. C 82,68°/, Gef. C 82,75°/, 


Nach der Verseifung des Physaliens in Petrolither mit 
Natriumathylat erhielt man 6 mg Zeaxanthin, das nach einmaligem 
Umkrystallisieren aus Methanol-Ather bei 204° schmolz. 

Die bisher noch rot gefairbte Acetonlésung wurde mit 50 cem 
Petrolather versetzt, das Aceton mit Wasser vollstindig aus- 
gewaschen und die petrolitherische Lésung mit 5 eem 99°/)igem 
Alkohol + 5 cem 5°/jiger Natriumithylatlosung versetzt und iiber 
Nacht stehen gelassen. Nach Zugabe von wenig Wasser erhielt 
man eine weitere Menge Zeaxanthin, das sich in feinen Krystallen 
vom Schmelzp. 200° an der Trennungsschicht ansammelte. 

Isolierung von Physalien aus Solanum Hendersonii. 
300 g zerquetschte Beeren wurden mit 500 cem Alkohol iiber Nacht 
stehen gelassen, abgepreBt und der Riickstand 3 mal mit je 300 cem 
Methanol ausgekocht. Die Methanolausziige waren nur wenig ge- 
farbt, enthielten jedoch bedeutende Mengen farbloser Substanzen, 
die sich beim Stehen in der Kalte gréBtenteils ausschieden. 
Durch viermaliges Auskochen mit je 3800 cem Aceton wurde der 
Farbstoff vollstaéndig in Lésung gebracht. Die vereinigten Aceton- 
ausziige wurden mit 100 ccm Petrolather versetzt und das Aceton 
durch Waschen mit Wasser vollstindig entfernt. Nach dem Ver- 
jagen des Petrolithers im Kohlendioxydstrom auf 20 cem wurde 
mit 30 ccm Alkohol versetzt, wobei das Physalien fein krystalli- 
siert ausfiel. Nach Umkrystallisieren aus Benzol—Alkohol wurden 
etwa 20 mg Physalien vom Schmelzp. und Mischschmelzp. 96° 
erhalten. Die Verseifung in Petrolither mit Natriumithylat 
heferte 6 mg reines Zeaxanthin vom Schmelzp. 205° (korr. Berl), 
sowie Palmitinsiure, die nach der Destillation im Hochvakuum 
bei 60,5° schmolz und mit reiner Palmitinsiiure keine Depression gab. 

TIsolierung von Physalien aus Asparagus officinalis 
(Spargelbeeren). 20 kg frische Beeren von Sandspargel (etwa 
160000 Stiick) wurden bei 150 Atm. abgepreBt. Der PreBsaft 
(5 Liter) war schwach rot gefiirbt und wurde verworfen. Man lief 
einige Tage unter Methanol stehen und preBte wieder unter hohem 
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Druck aus. Dabei wurden tiefrot gefarbte Lésungen erhalten, aus 
denen kein krystallisierter Farbstoff zu gewinnen war. Die gleiche 
Operation wurde mit Aceton wiederholt und lieferte ebenfalls 
tiefrot gefarbte Losungen, aus denen kein definierter Farbstoff 
gewonnen werden konnte. Nach dieser Vorbehandlung lieBen sich 
die schwarzen Kerne (4,2 kg) leicht durch Sieben von den roten 
Hauten trennen. Die Beerenhaéute wurden nun 3 Tage mit 5 Liter 
Aceton stehen gelassen, gelinde erwirmt, abgenutscht und mit 
5 Liter Aceton nachgewaschen. Nach dem Abpressen wurden ins- 
gesamt 5 Liter dunkelrot gefirbter Acetonextrakt erhalten. Dieser 
wurde mit 500cem Petrolather vermischt und das Aceton mit Wasser 
ausgewaschen. Nach dem Trocknen wurde der Petrolather mit 50cem 
5°/jiger Natriumalkoholatlésung und 100 ccm 99°/,igem Alkohol 
versetzt und tiber Nacht stehen gelassen. Zur Entmischung wurde 
mit wenig Wasser versetzt und die tiefrote, alkoholische Losung 
3 mal mit je 50 cem Petrolither ausgeschiittelt. Die alkoholische 
Lésung wurde mit 100 cem Benzin (70—80°) iiberschichtet und 
unter gutem Schiitteln tropfenweise Wasser zugesetzt. Dabei 
sammelte sich zuerst eine kleine Menge Zeaxanthin in fester Form 
an der Zwischenschicht an, waihrend weiterer Zusatz von Wasser 
zur Abscheidung von roten Schmieren fiihrt, die nicht zur Kry- 
stallisation gebracht werden konnten und nur in verhialtnismaBig 
hoher Konzentration die Absorptionsbanden des Physaliens 
zeigten. 

Zur Gewinnung von Physalien wurden die mit Aceton in der 
Kalte vorbehandelten Beeren, welche schon den gr6Bten Teil des 
Farbstoffes abgegeben hatten, mit Aceton ausgekocht. Durch 
Uberfiihren in Petrolather und mehrmaliges Umfillen des immer 
noch ziemlich schmierigen Farbstoffes aus Benzol—Alkohol und 
Petrolither—Alkohol konnten schlieBlich etwa 0,5 g Physalien ge- 
wonnen werden, das durch Vergleich mit Physalien aus Physalis 
als solches identifiziert wurde. 


Herrn Prof. G. Klein, Oppau, sind wir fiir die hebenswiirdige 
Uberlassung von Pflanzenmaterial zu groBem Dank verpflichtet. 
Herrn Prof. Kuhn danken wir fiir sein férderndes Interesse. 
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Synthetische Beitrige zur Konstitution des Cytochroms. 


Von 


Karl Zeile. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Februar 1932.) 


Cytochrom, der Sammelbegriff fiir die von Mac Munn!) ent- 
deckten Histo- bzw. Myohimatine, ist nach Keilin?) vermutlich 
ein Komplex von 3 Himochromogenderivaten, die nach ihm als Kom- 
ponenten a, b und ¢ bezeichnet werden, und von denen sich b und ¢ 
moglicherweise nur durch den Verteilungszustand unterscheiden. 
Die Hamochromogenderivate geben sich schon in der lebenden 
Zelle durch ein charakteristisches 4 bandiges Absorptionsspektrum zu 
erkennen, dessen Maxima bei I. 604, II. 566, III. 550, IV. 521 mu 
(gemessen am Bienenmuskel) liegen.*) 

Die Ansichten tber die Aufgabe und Wirkungsweise des 
Cytochroms innerhalb des biologischen Atmungsmechanismus sind 
heute noch nicht geklirt, indes ist schon auf Grund seiner all- 
gemeinen Verbreitung 1m Tier- und Pflanzenreich auf eine wesent- 
liche Bedeutung des Pigments zu schlieBen, die das Interesse an 
seiner Konstitution rechtfertigt.. Schon Mac Munn hat in seinen 
Arbeiten tiber Histo- und Myohimatine die Konstitutionsfrage 
dieser Verbindungen aufgerollt, mit der Angabe, da er aus diesen 
Korpern Haimatoporphyrin erhalten habe und daB sie als gefirbte 
Proteide aufzufassen seien. H. Fischer’) hat dann bei seinen 
Untersuchungen tiber Koproporphyrin die Méglichkeit eines Zu- 
sammenhanges zwischen Koproporphyrin und Muskelfarbstoff (der 

1) Phil. Trans. 177, 267 (1886); J. of Physiol. 8, 57 (1887). 

2) Proc. Roy. Soc. B. 98, 312 (1925). 

3) Neuerdings wurden mit besonderen Anordnungen auch die Absorp- 
tionen im Violett ausgemessen: O. Warburg u. Negelein, Biochem. Z, 233, 
486 (1931); 288, 135 (1931). 

4) Miinch. Med. Wschr. 1928, 1143; H. Fischer u. R. Schneller, Diese 
Z. 135, 253 (1924). 
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als Hamoglobin B = Koproglobin aufgefaBt werden sollte) er- 
wogen und dadurch die Aufmerksamkeit wieder auf die in Ver- 
gessenheit geratenen Befunde Mac Munns gelenkt; es haben 
sich aber keinerlei Anhaltspunkte fiir soleche Beziehungen ergeben; 
denn stets wurde bei der Aufarbeitung Hiaimato- bzw. Proto- 
porphyrin beobachtet. In Ubereinstimmung damit stehen die 
3efunde von Hill und Keilin?), die aus der aus Hefe abgetrennten 
Komponente c bei der Enteisenung mit HBr-—Kisessig ein Por- 
phyrin erhielten, das mit den vorliufig angewandten Kriterien 
nicht von Himatoporphyrin zu unterscheiden war. 

Bei der milden Enteisenung mit Salzsiure und Schwefel- 
dioxyd unter Luftausschlu8 wurde von den genannten Autoren 
allerdings ein Porphyrin von wesentlich anderen Kigenschaften 
beobachtet. An ihm fallt besonders auf, daB es beim Abstumpfen 
seiner mineralsauren Lésung nicht in iiberschichteten Ather geht, 
sondern in der wiBrigen Phase stabil gelést bleibt, im Gegensatz 
zu den bisher bekannten Porphyrinen, die unter den gleichen 
Bedingungen entweder die atherische Schicht aufsuchen oder bei 
mangelnder Atherléslichkeit ausflocken. Gelinge es, bekannte 
Blutfarbstoffderivate in K6érper mit solchen bis jetzt abnormen 
Kigenschaften, die freilich vorlaufig nur als rein éuBerliche Merk- 
male dienen kénnen, umzubauen, so wiren damit schon wertvolle 
Anhaltspunkte fiir den Typus der Konstitution und fiir die analy- 
tische Bearbeitung des Naturproduktes gegeben. Synthetische 
Versuche mit diesem Ziel sind im folgenden mitgeteilt. 

Im Jahre 1927 beschrieb Keilin*) ein Experiment, dem- 
zufolge Himochromogene des natiirlichen Himins bei mehrmals 
aufeinanderfolgender Reduktion mit Na,S,0, und Oxydation mit 
Kaliumferricyanid so verindert werden, dai Absorptionsspektren 
auftreten, die mit dem des Cytochroms weitgehend iibereinstimmen. 
Ohne den konstitutionellen Zusammenhang weiter zu erdrtern, 
eibt der Autor der Ansicht Ausdruck, daB mdglicherweise ,,das 
natiirliche Cytochrom oder seine Verbindungen sich ebenfalls von 
einem typischen intrazelluliren Hamochromogen ableiten, das 
durch die wirksamen Oxydationen und Reduktionen, die sich 
dauernd in lebenden Zellen zu erkennen geben, nach und nach 
veraindert wird”. 

Kis lag nahe, zunachst ein auf die obenerwihnte Weise dar- 
stellbares ,,kiinstliches Cytochrom® genauer zu untersuchen. Bei 





1) Proc. Roy. Soc. B. 107, 286 (1930). 
2) Société de Biologie, 27. u. 28. Mai 1927, S. 16. 
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der Wiederholung des Keilinschen Experiments wurden zwar 
Spektralerscheinungen beobachtet, die, was die Lage der Absorp- 
tionsmaxima anlangt, mit den Angaben Keilins iibereinstimmten, 
doch wiesen die Absorptionen bei 605 und 566 mu nicht den 
Charakter eines typischen Himochromogens auf und wichen damit 
auch vom spektralen Habitus des Cytochroms ab; sie sind sehr 
verwaschen und stehen in der Intensitiét betriichtlich hinter dem 
Hauptstreifen bei 550 my zuriick. Bei der Aufarbeitung gréBerer 
Ansitze verschwanden sie vollig. Ks resultiert bei dieser Be- 
handlung also nur ein Haimochromogen mit der Hauptabsorption 
bei 550 mu, das der Komponente ¢ entsprechen wiirde. 


Zu seiner Isolierung wurden 10 g Himin in Pyridin der mehr- 
fachen Reduktion und Oxydation mit Natriumhydrosulfit bzw. 
Kahumferricyanid unterworfen. Das neue Himin ist auffallender- 
weise unldslich in Pyridin, das ja bekanntlich andere Hiimine 
spielend lést, leicht léslich aber in neutralem oder schwach saurem 
waBrigem Medium, in dem die bekannten Himine unldslich sind. 
Ganz analog verhalt sich auch das aus dem neuen Hamin durch 
Enteisenung erhaltene Porphyrin; es bevorzugt auch weitgehend 
Wasser als Lésungsmittel und ist aus diesem nicht in Ather zu 
treiben oder auszuflocken. 

Dabei ist besonders zu bemerken, daB die Lésung beim Eintragen fester 
Substanz in Wasser spontan erfolgt, im Gegensatz zum vergleichsweise zu 
nennenden Uroporphyrin, das, ebenfalls in Ather unléslich, bisweilen in essig- 
saurer Lésung durch Abstumpfen mineralsaurer Lésung zu erhalten ist; eine 


solche Lésung ist aber nicht stabil. Immerhin lésen sich Uroporphyrin und 
auch Koproporphyrin kolloidal in Wasser auf. 


So ist durch die geschilderte Behandlung tatsichlich aus 
natiirlichem Himin ein Produkt entstanden, das in bezug auf die 
Léslichkeitseigenschaften und das Absorptionsspektrum der Kom- 
ponente ¢ gleicht, doch laéBt sich aus der neuen Substanz mit 
HBr-—Eisessig kein aétherlosliiches Porphyrin gewinnen, wie es aus der 
Komponente ¢ darstellbar ist und fiir das Hill und Keilin, 
wie oben erwahnt, die Zugehorigkeit zum Himatotypus wahr- 
scheinlich gemacht haben. 

Da demnach vielleicht gerade die Himatoanordnung fiir die 
Struktur der Komponente c von wesentlicher Bedeutung sein 
kénnte, wurde amorphes Himatohimin, das spektroskopisch auf 
seine Einheitlichkeit geprift war, derselben alternierenden Oxy- 
dation und Reduktion in Pyridin unterworfen. Das dabei erhaltene 
Produkt stimmte in seinen Eigenschaften weitgehend mit dem 
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eben beschriebenen, aus natiirlichem Himin gewonnenen iiberein, 
auch hier war mit HBr-Eisessig nicht der Abbau zu einem ather- 
léslichen Porphyrin mit den Kigenschaften des Himatoporphyrins 
zu erzielen. 

Die Reinigung der beiden neuen Porphyrine gestaltete sich 
verhiltnismiBig umstindlich, da die Ather—HCl-Fraktionierung 
nicht anwendbar war. Im wesentlichen kam die Adsorption an 
Aluminiumhydroxyd zur Anwendung, weitere Einzelheiten gehen 
aus dem experimentellen Teil hervor. Es gelang aber nicht, die 
Korper aschefrei und krystallisiert zu erhalten; iiberdies sind die 
Chlorhydrate, die als einzige Abscheideform in Frage kamen, sehr 
hygroskopisch. Die elementaranalytischen Daten sind deshalb 
mit allem Vorbehalt zu nehmen. Die Gesamtanalyse wurde aber 
durchgefiihrt, um wenigstens eine erste Orientierung zu ermog- 
lichen. In dieser Hinsicht war weiterhin die Feststellung von 
Belang, da auch Mesohiminester bei der Behandlung mit Natrium- 
hydrosulfit und Ferricyankali analoge Verinderungen erleidet wie 
die oben beschriebenen Himine. Der Himochromogenstreifen 
wandert auf 550 mu und das resultierende Hémin, sowie das 
daraus darstellbare Porphyrin zeigen die abnormen Léslichkeits- 
verhaltnisse. Daraus geht hervor, daf fiir das Zustandekommen 
der Reaktion weder ungesittigte Seitenketten, noch freie Carb- 
oxyle von Bedeutung sind. 

Die Deutung der Analysenergebnisse (vgl. 5. 44 u. 45) macht 
Schwierigkeiten. Das Verhialtnis der Elemente C, H, N, O ist gegen- 
iiber dem Ausgangsmaterial total verschoben; Schwefel ist ins 
Molekiil getreten!), und unter Zugrundelegung eines Geriistes mit 
34 C-Atomen, wie es das Ausgangsmaterial besitzt, lassen sich 
keine ganzzahligen Atomverhiltnisse feststellen. Dieser letztere 
Umstand diirfte, abgesehen von der durch den Aschegehalt er- 
weiterten Analysenfehlergrenze vor allem darin zu suchen sein, 
daB tatsichlich keine einheitlichen Produkte vorliegen, sondern 
sehr wahrscheinlich verschiedene Stufen des offenbar sehr kompli- 
zierten Reaktionsmechanismus. Vergegenwartigt man sich, daB 
bei einem errechneten Atomverhiltnis von Cgq: Hy, 5: N7,94:Cls 4; : 
S362: O1¢,¢, fiir das aus natiirlichem Haimin dargestellte Porphyrin 
ein Mehr von 21 H-Atomen, rund 4N-, 1—2 Cl-}}#), 83—4 S- und 
etwa 12 O-Atomen im Molekiil erscheint, so illustriert das die 
Kompliziertheit der Reaktion, die in der Ausfithrung sehr ein- 


1) Uber schwefelhaltige Begleitkérper von Uroporphyrin und Bilirubin 
vgl. H. Fischer, Diese Z. 95, 34 u. 78 (1915). 2) Vgl. FuBnote 1 S. 39. 
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deutig erscheint, zur Geniige. Fir das aus Himatohimin erhaltene 
Porphyrin, dem das Verhiltnis C3,:H,55:Negg?Cgo12 53.192 O11,9 
zukommt, betragt das Plus 17 H-, 3 N-, 3 Cl-'), 3 S-, 6 O-Atome. 
Man darf annehmen, daB der Schwefel in Form von Sulfogruppen 
im Molekil sitzt, die gleichzeitig den erhéhten O-Gehalt erklaren. 
Dagegen ist nichts iiber die Herkunft des N, ob aus Pyridin oder 
Kaliumferricyanid, auszusagen. Es ist mibig, weitere Konsti- 
tutionsbetrachtungen anzustellen, hier kénnte nur der syste- 
matische Abbau Klarheit bringen. Im Augenblick scheint aber 
dieser Typus von Porphyrinen mit seiner Uniibersichtlichkeit 
der Darstellungsreaktion, seinen Schwierigkeiten bei der Reinigung 
und Analyse und seinem von der Komponente c abweichenden 
Verhalten gegeniiber Bromwasserstoff—-Hisessig nicht zu orientie- 
renden synthetischen Versuchen geeignet, und deshalb auch nicht 
von vordringlichem Interesse. 

Vielmehr war nach neuen, besser kontrollierbaren Methoden 
zu suchen, die zur Gewinnung von Porphyrinen mit der Kompo- 
nente c entsprechenden Kigenschaften fiihren sollten. Nun lassen 
sich die Léslichkeitseigenschaften durchaus in dem Sinne deuten, 
daB in der Komponente ¢ eine Verkniipfung des Porphyrins mit 
einem den Proteinen nahestehenden Komplex vorliegt. Um iber- 
haupt einer solchen Fragestellung néhertreten zu kénnen, wurde 
zunichst die Kondensation einer Aminoséure, im vorliegenden 
einfachsten Fall, des Glykokolls mit Protoporphyrin versucht, 
und zwar wurde zu diesem Zweck das HBr-Addukt, das bei der 
Behandlung von natiirlichem Himin mit HBr—Hisessig entsteht, 
mit Glykokollmethylester umgesetzt. Tatsichlich entstand dabei 
ein Produkt, das in bezug auf Spektral- und Léslichkeits- 
eigenschaften durchaus der Komponente c bzw. dem 
zugrundeliegenden Porphyrin gleicht, indes lieB sich auch 
dieses nicht mit HBr-Kisessig zu einem itherléslichen Porphyrin 
aufspalten. 

Der gut krystallisierte Koérper besitzt aber deswegen be- 
sonderes Interesse, weil sich durch die elementaranalytischen 
Daten nachstehende erwartete Strukturformel belegen laBt. 

Wie im Hamatoporphyrin und im_ Tetramethylhimato- 
porphyrin das Bromatom des Protoporphyrin-HBr-Adduktes (am 
a-staindigen C-Atom der Seitenkette) durch OH bzw. OCH, aus- 
getauscht ist, so hier durch den Rest des Glykokollesters. 


1) 2Cl sind mit der Chlorhydratbildung erklart. 
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In der Figur sind nur die Halften der Porphyrinmolekiile 
angedeutet. 

Aus der wiBrigen Phase laBt sich das Porphyrin durch Aus- 
salzen mit Na-Acetat in Ather treiben und aus diesem mit H,O 
wieder ausschiitteln — eine Methode zu seiner Reinigung — nach 
alkalischer Verseifung indes geht es nicht mehr aus der wiBrigen 
in die iitherische Schicht wher. 

Ks hat sich weiterhin gezeigt, da auch zahlreiche andere 
Stickstoffbasen wie NH,, Dimethylamin, Piperidin; dann aber 
auch soleche mit tertidérem N-Atom wie Trimethylamin, Pyridin, 
Colloidin, Chinolin mit dem HBr-Addukt des Protoporphyrins 
unter Bildung von Porphyrinen reagieren, die im Spektraltypus 
und den Loshchkeitseigenschaften der Komponente ¢ gleichen. 
Dariiber wird nachstens ausfiihrlicher berichtet werden. Prinzi- 
piell scheint jede Stickstoffbase, die im homogenen Medium mit 
dem Bromporphyrin umgesetzt werden kann, zur Reaktion ge- 
eignet. Fir Basen mit tertidrem N-Atom ergibt sich dabei 
zwangsliufig der Ubergang des N-Atoms in den 5 wertigen Zu- 
stand unter Bildung der quarterniren Base, bzw. deren Salze. 

An dem mit Pyridin erhaltenen Krystallisationsprodukt, das 
noch nicht krystallisiert vorliegt, konnte nun zum ersten Male 
nach vorheriger Eiseneinfiihrung die Aufspaltbarkeit mit HBr- 
Kisessig zum Hamatotypus wie bei der Komponente c beobachtet 


werden. Dasselbe zeigte sich am Collidin und — durch Neben- 
reaktionen etwas gestért — auch am Chinolinkondensat. Alle 


anderen angefiihrten Basen geben Kondensate, die gegen HBr- 
Kisessig resistent sind. 

Es scheint demnach, daB im besonderen tertiarer Stickstoff 
in geeigneter Ringbindung fiir die Bildung eines aufspaltbaren 
Kondensates verantwortlich zu machen ist und es liegt aus diesen 
Griinden nahe, auch das Bauprinzip des natirlichen Porphyrins ¢ 
in einer Verkniipfung einer tertiiren N-Ringbase mit dem Proto- 
porphyrin zu suchen. 
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Weitere synthetische Beispiele werden die Auffassung stiitzen 
missen, andererseits sind analytische Versuche im Gange, die 
Auskunft iiber die Art des Stickstoffkomplexes im Naturprodukt 
geben sollen. 


Auch hier moéchte ich der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft den Dank fiir die Unterstiitzung der Untersuchung 
aussprechen. Mein besonderer Dank gebiihrt ferner Herrn Geh.-Rat 
H. Fischer fiir die stets wohlwollende Foérderung der Arbeit. 


Xv 


Versuche. 











) Darstellung von wasserloslichem Hamin und Porphyrin 
’ aus natiirlichem Hamin durch alternierende Reduktion 
. mit Natriumhydrosulfit und Oxydation mit Ferricyankali. 
‘ Eine Lésung von 2 g Haimin in 100 ccm Pyridin und 25 cem 
. Wasser wurde in einer Stépselflasche abwechslungsweise mit 
. einer 25°/jigen Natriumhydrosulfitlésung und einer kalt gesattigten 
" Kahumferricyanidlé6sung versetzt und zwar wurden die Mengen- 
verhaltnisse nach der Tabelle eingehalten. 
7 Dabei wurde durch das Spektroskop jedesmal die Vollstindig- 
\. keit der Reduktion bzw. Oxydation kontrolliert. Am Ende der 
t Behandlung zeigte das Absorptionsspektrum eine sehr verwaschene 
™ Bande bei 605 mu, die Hauptabsorption lag bei etwa 650 mu mit 
sj einer Vorbeschattung beginnend bei etwa 665 mu. 
. Bei einer Badtemperatur von 50° wurden Pyridin und Wasser 
., im Vakuum abdestilliert und der Riickstand bei 80° einige Stunden 
$8 ———— a 
le Hydrosulfit K-Ferricyanid 
7 1. | 4 ccm | 
ot | 1 | 30cem 
)- 2. | 6 ecm | 
le 2. 35 ccm 
3. | 8ccm 
fo | 3. 40 ccm 
7 | — 4 40 ccm 

if 5. | 15 ecm ) 
n 
n im Vakuum getrocknet. Die Riicksténde von 5 Chargen wurden 
C nach feinster Pulverisierung nach und nach mit 2 Liter warmem 
- ammoniakalischem Methylalkohol ausgezogen (400 cem Methyl- 

alkohol, mit NH, ohne Kihlung gesattigt, + 1600 ccm reiner 
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Methylalkohol). Der dunkelbraune Extrakt enthielt die Haupt- 
menge des neuen Himins neben betrichtlichen Mengen anorgani- 
scher Salze. Der Methylalkohol wurde im Vakuum verjagt, der 
Riickstand (etwa 40 g) in 11/, Liter Wasser gelést und zur Ent- 
fernung von Kaliumferro- bzw. -ferricyanid mit einer filtrierten 
Auflésung von 10 g Ferrum reductum in 150 cem 10°/,iger HCl 
so lange versetzt, bis kein weiterer blauer Niederschlag mehr ent- 
stand. Vom Niederschlag wurde in geriiumiger Nutsche abfiltriert, 
der Riickstand, der noch Hamin eingeschlossen enthielt, wurde 
in verdiinntem Ammoniak unter Schiitteln gelést und mit Salz- 
siure und Fe-Salzzusatz wieder ausgefallt. Nach dem Filtrieren 
wurde nochmals eine stark himinhaltige Losung erhalten, die 
mit dem ersten Filtrat vereinigt wurde (etwa 21/, Liter). 

Zur Enteisenung wurden je 200 ccm der Haminlésung mit 
40 cem 10°%/,iger HCl versetzt; nach Zugabe einer Spatelspitze 
voll Ferrum red. wurde 11/, Minuten kraftig umgeschwenkt, 
wobei deutlich eine Anderung des Farbtons von Braun nach Rot 
eintrat (spektroskopische Kontrolle) und rasch durch eine Nutsche 
filtriert. Mit Ammoniak wurde Fe(OH), ausgefallt, nach dem 
Abfiltrieren wurde die Porphyrinlésung mit HCl bis zur eben 
deutlich sauren Reaktion versetzt und mit den iibrigen ent- 
eisenten Portionen vereinigt. Die Gesamtmenge (etwa 8 Liter) 
wurde mit 750 ccm einer Aluminiumhydroxydaufschlimmung 
versetzt, die aus gleichen Teilen Aluminium oxydatum hydricum 
(Pastenform, Merck) und destilliertem Wasser bereitet war. Auf 
geriumiger Nutsche wurde filtriert und ausgewaschen. Durch 
4malige Behandlung des Adsorbates mit je etwa 750 cm 5°/,igem 
Ammoniak wurde das Porphyrin wieder praktisch vollig eluiert. 

Ks lieB sich ohne Schwierigkeit erkennen, daf das Porphyrin 
im vorliegenden Zustand noch farbende Beimengungen unbekannter 
Natur enthalten muBte, denn der Farbton der sauren Lésung war 
stumpf und briunlichrot, im Gegensatz zu salzsauren Lésungen 
bekannter analysenreiner Porphyrine mit dhnlicher Lage der 
Absorptionsstreifen. Alle Versuche, mit Adsorbentien eine Ab- 
trennung der Verunreinigungen zu erzielen, scheiterten, jedoch 
zeigte sich, daB beim Stehen der salzsauren Lésung mit sehr 
verdiinntem H,O, im Verlauf mehrerer Tage sich der Farbton z. B. 
dem einer salzsauren Mesoporphyrinlésung praktisch vollig an- 
glich. Natiirlich ist bei dieser Behandlung eine Chlorierung des 
Porphyrins nicht auszuschlieBen, in betrachtlichem Umfang ist 
sie indessen unwahrscheinlich, da keinerlei spektroskopische Ver- 
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inderungen wahrnehmbar waren, auBerdem sind die bekannten 
Chlorporphyrine typisch griin gefirbt und werden bei betrichtlich 
hdherer Chlorkonzentration erzeugt. 

2400 ccm der Elution wurden also mit 600 cem konzentrierter 
HCl versetzt, darauf mit 150 cem 3°/,igem H,O,. Nach 10 Tagen 
wurde zur weiteren Reinigung abermals an Aluminiumhydroxyd 
adsorbiert. Fiir diese und die darauffolgende Adsorption wurde 
jedoch das Aluminiumhydroxyd durch etwa 12stiindige Behand- 
lung mit konzentriertem Ammoniak im Wasserbad und darauf- 
folgendes haufiges Dekantieren mit destilliertem Wasser besonders 
vorbehandelt; so zubereitet gibt es bei der Elution weniger Asche 
an das Eluat ab. Die Adsorption wurde so ausgefiihrt, daB zu der 
deutlich salzsauren Porphyrinlésung so viel Aluminiumhydroxyd 
gegeben wurde, daf der urspriinglich blaulichrote Farbton in 
Braunrot umschlug (spektroskopische Kontrolle: salzsaures zu 
neutralem Spektrum). Die Restlésung, die noch Porphyrin ent- 
hielt, wurde wieder schwach angesiuert und mit Aluminium- 
hydroxyd bis zum Umschlag versetzt. Nach einer mehrmaligen 
Wiederholung dieser Operation enthielt die Restlésung fast kein 
Porphyrin mehr, die ausgewaschenen Adsorbate wurden vereinigt. 
Die vereinigten, noch feuchten Adsorbate wurden mit Wasser 
zu einem fliissigen Brei verriihrt und tropfenweise mit so viel 
Ammoniak versetzt, daB eben sein Geruch wahrnehmbar blieb; 
nach dem Abfiltrieren wurde diese Art der Elution noch 3mal 
mit etwa 700 cem Wasser wiederholt, die erste und letzte Fraktion 
wurden beiseite gestellt. Die beiden Mittelfraktionen wurden zu- 
sammen der eben beschriebenen Absorptions- und Elutionsoperation 
unter Ausscheidung der Vor- und Nachfraktion unterworfen; die 
resultierenden Mittelfraktionen wurden im Vakuum zur Trockene 
eingedampft. 

In der Form als Ammoniumsalz, wie das Porphyrin auf diese 
Art erhalten wurde, schien es nicht zur Analyse geeignet; die 
Anwesenheit gréBerer Aschemengen war nicht auszuschlieBen, vor 
allem war auch an die Gegenwart von Ammoniumearbonat zu 
denken. Abscheidung als Salze einfacher anorganischer Sauren, 
als Pikrat, Pikrolonat, Chioroaurat, Chloroplatinat versagten, 
ebenso anderten Veresterungsversuche mit Diazomethan, Di- 
methylsulfat und Methylalkohol—-HCl nichts an den Eigenschaften. 
Dagegen wurde gefunden, da8 in ammoniakalischer Methylalkohol- 
losung mit methylalkoholischer Lésung von AgNO, sich eine 
quantitative Ausfallung als amorpher Ag-Komplex erzielen 1aBt. 
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Dasselbe wurde auch z. B. an Meso- und Deuteroporphyrin fest- 
gestellt, doch fiihrte eine Analyse des aus letzterem gewonnenen 
Komplexsalzes zu keinem eindeutigen Ergebnis. 

Analyse des Ag-Komplexes von Deuteroporphyrin: 


4,795 mg Substanz gaben 7,465 mg CO,, 1,430 mg H,0, 1,730 mg Ag. 
4,005 mg m » 0,207 ccm N (20°, 730 om. 


Gef. C 42,46°/, HH 3,33°/, N 5,78°%/, Ag 36,08°/, 
Wohl aber muBte aus diesem Ag-Komplex mit HCl die Ge- 
winnung eines Chlorhydrats méglich sein. 0,2 g des Porphyrin-— 
Ammoniumsalzriickstandes wurden in 150 ccm ammoniakalischem 
Methylalkohol gelést und filtriert. Zu dieser Lésung wurde eine 
kalt gesittigte Lésung von Silbernitrat in Methylalkohol gegeben, 
bis ein brauner flockiger Niederschlag entstand (es wurden im 
ganzen etwa 300cem Lésung verwendet). Die iiberstehende 
Fliissigkeit war klar und farblos. Auf der Zentrifuge wurde mit 
Methylalkohol bis zur Ag-Freiheit ausgewaschen. Nun wurde nach 
dem Trocknen des Zentrifugates in 15°/,iger HCl] gelést, 1/, Stunde 
im Wasserbad erwarmt und nach 12stiindigem Stehen vom AgCl- 
Niederschlag abfiltriert. Die salzsaure Porphyrinl6sung wurde 
im Vakuum bis auf ein kleines Volumen eingeengt, filtriert und 
mit Aceton so lange versetzt, bis kein weiterer Niederschlag mehr 
entstand. Das Porphyrinchlorhydrat wurde bei 50° und gewohn- 

lichem Druck konstant getrocknet, es ist sehr hygroskopisch. 


4,855 mg Substanz gaben 6,500 mg CO,, 2,165 mg H,O, 0,17 mg Asche. 


3,755 mg ™ » 0,822 cem N (12°, 727 mm). 
3,720 mg - » 1,630 mg AgCl. 
5,550 mg + » 4,200 mg BaSQ,. 


Gef. unter Beriicksichtigung der Asche 
C 37,84°/, H _ 5,17°/, N 10,18°/, Cl 11,25°/, S 10,77°/, 
Absorptionsspektrum in feuchtem Pyridin: 
I. 624,1; II. schwach 597,8; III. 569,0; IV. 541,0; V. 507,0. 
Reihenfolge der Intensitat: IV, III, I, I. 


In n/10-HCI: 
I. 600,0—595,0; II. 578,5.. . 560,5—546,4 ... 539,2; End-Abs. 443,0. 








597,5 553,5 
Reihenfolge der Intensitat: II, I. 
Absorption des Hamochromogens in Pyridin: 
I, 551,5; II. 522. 
Die alternierende Oxydation und Reduktion des amorphen 
Hamatohimins wurden in engster Anlehnung an die oben gegebene 


"hh —~ Ls, Sti—e i. 
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st Vorschrift mit 2g durchgefiihrt. Die Analyse des bei 30° ge- 
en trockneten Chlorhydrats ergab folgende Werte: 

4,240 mg Substanz gaben 5,310 mgCO,, 1,780 mg H,O, 0,600 mg Asche. 

2,690 mg - »  0,186ccm N (12°, 727 mm). 

3,885 mg ” »  2,295mg AgCl. 

2,395 mg - »  1,460mg BaSO,. 

Gef. C 39,78°9/, H 5,479, N 9,399/, Cl 17,029, S 9,75°/, 
Absorptionsspektrum identisch mit dem aus Protohimin gewonnenen 
1G- 

Produkt. 
il Absorptionsspektrum des Himochromogens in Pyridin: 
= I. 550,3; II. 522,5. 
ne 
n, 


Kondensation von Glycinmethylester mit Protoporphyrin. 


de 1 g Himin wird mit 20 cem HBr-—Eisessig eingeschmolzen und 
rit — bei 40°4 Tage aufbewahrt. Bei einer Badtemperatur von 50° werden 
ch im Vakuum Eisessig und HBr unter mehrmaligem Aufnehmen mit 
de trockenem Chloroform moglichst véllig verjagt. Der Riickstand wird 
Y- nun in 3 cem Aceton gelést und die Lésung in 10 cem trockenem 
de Chloroform versetzt. Nun wird eine trockene Chloroformlésung von 
nd freiem Glycinmethylester, der aus 5 g Chlorhydrat auf eine der 
br Glycinathylestergewinnung vollig analoge Weise dargestellt wird, 
n- zugegeben. Das saure Absorptionsspektrum schligt ins neutrale 
um, dabei krystallisiert Glycinmethylester-Bromhydrat aus. Nach 
dem Abfiltrieren wird im Vakuum méeglichst vorsichtig das Chloro- 
a form abgezogen, der Riickstand in 150 cem 50°®/,iger Kssigsiure 
gelést und unter der aussalzenden Wirkung von viel Natrium- 
acetat wird das Porphyringemisch in etwa 7 Liter Ather getrieben. 
Die Natriumacetatlésung, die fast porphyrinfrei sein soll, wird 
abgelassen, die Flocken werden aufgesammelt und aus 50°/,iger 
Essigsiure, soweit méglich, nochmals in Ather itbergefiihrt. Beim 
Durchschiitteln des Athers mit destilliertem Wasser geht das 
Aminoséureporphyrin in die waBrige Schicht; das Ausschitteln 
wird bis zur praktischen Erschépfung des Athers wiederholt 
. (3—4mal). Die Untersuchung des im Ather verbleibenden Porphy- 
,0. 


rins wurde vorliufig noch zuriickgestellt. Die wiBrige, schwach essig- 
saure Lésung des Aminosiureporphyrins wird mit konzentriertem 
Ammoniak deutlich ammoniakalisch gemacht und mit Kochsalz 
bis zur Sattigung versetzt. Dabei flockt das Porphyrin quanti- 
tativ aus und wird abfiltriert. Es wird in 100 eem 50°/,iger HCl 
on gelést und mit Na-Acetat in 5 Liter Ather getrieben. Nach dem 
Ausziehen mit Wasser und abermaliger Uberfiihrung in Ather 
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wird auf dem Wasserbad verdampft, der zuriickbleibende Eisessig 
bis auf wenige Kubikzentimeter im Vakuum abgezogen. Mit Ather 
wird jetzt vorsichtig unter Reiben mit dem Glasstab versetzt, 
wodurch Krystallisation eingeleitet wird, die sich bei langerem 
Stehen bei niederer Temperatur vervollstandigt. Ausbeute 0,2 bis 
0,24¢. Umkrystallisiert aus Eisessig—Ather, Prismen vom Schmelz- 
punkt 164° (korr.). Die Analyse des bei 50° im Vakuum ge- 
trockneten K6rpers ergab folgende Werte: 

5,116 mg Substanz gaben 11,870 mg CO,, 2,925 mg H,O, 0,045 mg Asche. 

3,488 mg ” ™ 0,343 com N (18°, 714 mm). 

4,940 mg ‘ 3,000 mg AgJ. 

Die Asche, als Na,CO, gewogen, wurde als NaCOOCH;:3H,0 in Rech- 
nung gezogen. 

CycHysN,O, Ber. C 64,82%/, H 6,53°/, N 11,35%/, OCH, 8,37%/, 
Gef. ,, 64,44 » 6,40 »» 8850 » 8,20 
Absorptionsspektrum in eisessighaltigem Ather: 
I. 627,6—623,7 ...615,3; II. 600,0—598,0; III. 586,4.. . 576,8 
625,7 599,0 
(schwaches Maximum). . . 572,4—568,4 . . . 560,5; RV. OOS.» 
570,4 
533,2 ... 527,7.... 522,2; V. 512,9—483,2; End-Abs. 433,5. Der Streifen V 

2 Maxima 
1aBt sich bei gréBerer Verdiinnung in folgende 4 Maxima auflésen: a) 506,0; 
b) 500,4; c) 494,0; d) 488,7. 

Reihenfolge der Intensitét: V, IV, I, III, II. 











In 20°/,iger HCl: 
I. 606,0 . . . 603,1—597,2 . . . 591,5; II. 583,1 . .. schwaches 
600, 1 
Maximum bei 579,7...; JI. 565,7—546,3 .. . 541,0; End-Abs. 427. 
Aufhellung bei 554,5 
Reihenfolge der Intensitat: III, I, I. 








Absorption des Hamochromogens in Pyridin: 

I. 548,9; II. 519. 

Absorption des mit Alkali verseiften Porphyrins in Pyridin: 
I. 623,0; II. 567,8; III. 535,6; IV. 503,0. 


In n/10-HC1: 
I. 596,4; II. 552,5. 


Hamochromogen in Pyridin: 
J. 549,7; II. 520,5. 
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Von dem Pyridinkondensationsprodukt seien hier vorlaiufig 


1g ' , 

~ die spektroskopischen Daten wiedergegeben: 

" In Pyridin: 

mn I. 526,0; II. 570,0; III. 541,1; IV. 507,5. 

" In n-HCl: 

i, I. 597,0; IL. 552,0. 

= Hamochromogen in Pyridin: 

| I. 549,7; II. 520,5. 

se Zum Vergleich sind hier die spektroskopischen Daten der 

Cytochromkomponente ¢ angefiihrt (R. Hill und D. Keilin’): 

Porphyrin c in Pyridin: 

h- I. 623,0; Il. 567,5; III. 535,6; IV. 500,0. 
In n-HCl: 

I. 597,0; II. 552,0. 


Pyridinhamochromogen aus Porphyrin c: 
I. 549,8; II. 521,2. 


1) Proc. Roy. Soc. 107, 291 (1930). 
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Uber das Vorkommen von Pyridinderivaten im normalen Harn. 


Von 


W. Linneweh und H. Reinwein. 


(Aus der Medizinischen und Nervenklinik der Universitat Wiirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Marz 1932.) 


Bestimmt man im Normalharn einerseits den Gesamtstickstoft 
direkt und berechnet ihn andererseits aus den Analysen der be- 
kannten stickstofthaltigen Bestandteile, so zeigt sich, daB die 
Summe des Stickstoffs der bekannten Substanzen kleiner ist, als 
die direkt bestimmte Gesamtstickstoffmenge. Dem ungedeckten 
Rest, den man friiher als Reststickstoff des Harnes, im Ausland 
als unbestimmbaren, Stickstoff bezeichnete, miissen also bisher nicht 
bekannte  stickstoffhaltige Substanzen angehéren. Dieser un- 
bestimmbare Stickstoff ist zum Teil endogener Art, denn die 
Untersuchungen von Folin!) zeigen eindeutig, daB die Differenz 
auch vorhanden ist, wenn der Mensch hungert oder sich im Stick- 
stoffminimum befindet. Die unbekannten stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen ergeben eine Stickstoffmenge, die in der GréBenordnung 
ungefiihr dem Gesamtkreatinin entspricht. Wie mit den von 
Pfaundler, Kriiger und Freund?) angegebenen Bestimmungs- 
methoden gefunden wurde, gibt es eine Reihe von Krankheiten 
— wir erwiihnen nur den Typhus und das kachektische Stadium 
bei Tuberkulose und Krebsleiden —, bei denen dieser unbekannte 
Stickstoff bedeutend vermehrt sein kann. Ascoli’) gibt z. B. 
an, dafi er mehrmals 20°/, des Gesamtstickstoffes nicht zuordnen 
konnte. Die Untersuchungen iiber den Quotienten C/N im Normal- 
harn zeigen andererseits, daB das Verhiiltnis C/N bei diesen un- 
bekannten Substanzen wahrscheinlich relativ hoch ist. Bei be- 
stimmten Krankheiten kann nach den Untersuchungen von Bickel‘) 
und seinen Mitarbeitern der normal bei etwa 0,7 liegende Quotient 
wesentlich ansteigen. Bickel bezeichnet dies bekanntlich als dysoxy- 
dative Carbonurie. Hier kann es sich entweder handeln um ein 
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vermehrtes Auftreten von stickstofffreien Substanzen oder um eine 
vermehrte Ausscheidung von stickstoffhaltigen Substanzen mit 
hohem C/N-Verhaltnis. Am wahrscheinlichsten liegt eine Ver- 
kniipfung beider Méglichkeiten vor. 

Die bisherigen Untersuchungen von Bickel und seiner Schule, 
entsprechende Substanzen zu finden, fiihrten zu keinem Erfolg. 
Wie im Harne ist auch im abiureten Blut-Stickstoff eine nicht 
unbedeutende N-Menge unbekannter Herkuntft. 

Abgesehen von diesen mehr theoretischen Feststellungen ver- 
anlaBt den Kliniker vor allem das eigenartige Bild der Uriimie 
immer wieder, diese unbekannten, stickstoffhaltigen Substanzen 
zu suchen. Die eigenartige Zusammensetzung des Harnes macht 
die priparativen Versuche von vornherein recht schwierig. Es 
erscheint aber trotzdem immer noch wesentlich aussichtsreicher, 
die unbekannten Substanzen im Harne als im Blute zu suchen. 
Die Aussicht, sie im Harne zu isolieren und zu identifizieren, bietet 
sich natiiflich nur dann, wenn man von groBen Urinmengen ausgeht. 
Das ist fiir die Untersuchung pathologischer Harne eine weitere 
kaum zu iiberwindende Schwierigkeit. Die friiheren Untersuchungen 
des einen von uns°®) zeigen aber, daB es bei Erfiillung dieser Vor- 
hedingungen auch bei pathologischen Harnen gelingt, bisher un- 
bekannte Substanzen zu isolieren. 

Bei unserem ersten Darstellungsverfahren, das in dem experi- 
mentellen Teil ausfiihrlich beschrieben ist, trennten wir nach den 
friiher gemachten Erfahrungen zuerst die sogenannten Protein- 
siurefraktionen ab. So gelang es, ein krystallines Chlorid zu er- 
halten. Die Analysen ergaben, daf es sich um ein Pyridinderivat, 
das Trigonellin, handelte. 


Dem Pyridinkerne begegnen wir in sehr vielen Alkaloiden. 
Das Trigonellin selbst ist in der Pflanzenwelt weit verbreitet. Es 
wurde bisher im Boxhorn, dem Strophantus, dem Hanfsamen, der 
Erbse, dem Hafer, den Kartoffeln und vor allem im Kaffee gefunden.*) 
Ks ist anzunehmen, daf es noch in viel mehr Pflanzen vorkommt.’) 
In der Tierwelt wurde es von Kutscher und Mitarbeitern ’) bisher 
nur im Seestern gefunden. Nach dem hiufigen Vorkommen in 
der Pflanzenwelt besteht jedenfalls durchaus die Méglichkeit, dab 
bei nicht eingeschriinkter Lebensweise des Trigonellin tiiglich mit 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVITI. 4 
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der Nahrung aufgenommen wird. Das Trigonellin kann aber auch, 
wie dies Ackermann’) erwies, im Tierkérper aus der 8-Carbon- 
siure des Pyridins, der Nikotinsiiure, entstehen. Die von den 
Pharmokologen immer wieder angegebene Beobachtung, daB Tiere 
his zu einem gewissen Grade an Nikotin zu gew6éhnen sind, labt 
daran denken, daB sie die Fihigkeit haben, das Nikotin durch 
Abbau oder Umbau chemisch zu veriindern. Es kénnte also auch 
im menschlichen Kérper das Trigonellin aus dem Nikotin ent- 
standen sein. 

Nachdem wir bei dem ersten Darstellungsverfahren Trigonellin 
einwandfrei gefunden hatten, interessierte uns die Frage, ob es 
méglich sei, diese Substanz auch mit anderem Verfahren dar- 
zustellen, und ob aufer dem Trigonellin auch das schon friiher 
von Kutscher und Lohmann”) gefundene weitere Pyridinderivat, 
das Methylpyridiniumhydroxyd nachweisbar sei. Bei unserem 
zweiten Darstellungsverfahren bedienten wir uns des bewahrten 
Kutscherschen!?) Verfahrens. Wir modifizierten es, wie aus dem 
experimentellen Teil zu ersehen, lediglich durch Zwischenschaltung 
einer Quecksilbersulfatfillung. So gelang es uns aus 40 Liter 
Harn 0,6 g analysenreines Trigonellinchlorid und 0,31 g analysen- 
reines Methylpyridiniumhydroxyd zu gewinnen. 

”™ 


| 


i aa 
CH,—N—OH 

Das Methylpyridiniumhydroxyd wurde bekanntlich zum ersten- 
mal von His?) im Harne gefunden, als er unter der Voraussetzung, 
daB es zu einem iihnlichen Abbau wie beim Benzol kime, Hunden 
Pyridin verfiitterte. Dieser Versuch ist spiiter*bei den verschiedensten 
Tieren von anderen Autoren wiederholt worden. Nach den Fest- 
stellungen von Tomita!%) scheinen alle gebriiuchlichen Versuchs- 
tiere imstande zu sein, Pyridin zu methylieren. Der Methylierungs- 
vorgang als solcher wird von T'omita in die Leber verlegt, da 
nach Herausnahme dieses Organes eine Methylierung nicht mehr 
stattfand. Die angefiihrten Versuche, vor allem die gezogenen 
Parallelen erscheinen aber noch nicht gesichert. Das Methy]l- 
pyridiniumhydroxyd wurde in der Tierwelt von Ackermann und 
Kutscher!4) in den Krabben und Miesmuscheln gefunden. Acker- 
mann, Holtz und Reinwein gelang auch die Auffindung dieser 
Substanz in den Aktinien. Kutscher ist der Ansicht}5), daB das 
Methylpyridiniumhydroxyd, das er wiederholt im Menschenharn 









































Uber das Vorkommen von Pyridinderivaten im normalen Harn. 5] 


' fand, vor allem aus dem Kaffee stammt. Auf Grund der jetzigen 
“ Untersuchung kénnen wir jedenfalls die friihere Angabe von 
“a Kutscher iiber das wohl regelmiBige Auftreten derselben bei 
7" nicht eingeschriinkter Lebensweise durchaus bestiitigen. 

it Auch das Trigonellin diirfte bei nicht eingeschriinkter Lebens- 
h weise ein normaler Harnbestandteil sein. Bei der Durchsicht 
h friiherer Protokolle iiber andere Harnuntersuchungen stellte sich 
- heraus, daB F. A. Hoppe-Seyler!*) bei seinen Untersuchungen 
| iiber Zystinurie das Trigonellin als Goldsalz ebenfalls in der 
“ Hand gehabt hatte. 1906 beschrieben Kutscher und Lohmann") 
” ein aus normalem Harn hergestelltes Goldsalz, das sie Gynesin 
a nannten. Dieses Goldsalz gewannen sie durch Umkrystallisieren 
oY 


aus Wasser. Nun ist gerade beim Trigonellin bekannt, dab auBer 
t, dem reguliren Goldsalze auch zwei irreguliire vorkommen, die aus 


™ dem regelmiBigen durch Umkrystallisieren aus Wasser entstehen. 
“a Der von Kutscher angegebene Schmelzpunkt, der Goldwert, vor 
m 


allem aber die Darstellungsmethode sprechen hinreichend fiir die 
‘3 §—  Annahme, daB das seinerzeit gefundene Gynesin Trigonellin war. 
Leider war ein Vergleich dieser beiden Substanzen jetzt nicht 
mehr méglich, da das Gynesin wiihrend des Krieges verlorenge- 
gangen war. 

Kohlrausch!*) legte sich die Frage vor, ob das im Harn 
gefundene Methylpyridiniumhydroxyd nicht im Tierkérper aus dem 
Trigonellin entstanden sein kénnte. Entgegen seinen Krwartungen 
war es aber nicht méglich, nach Verabreichung von Trigonellin 
_ an Kaninchen und Katzen, im Harne Methylpyridiniumhydroxyd 
® fF  aufzufinden. Kohlrausch untersuchte auBerdem auch die pharma- 


- kologischen Ejigenschaften dieser beiden Pyridinderivate. Bald 
a nach Injektion von Trigonellin beobachtete er sowohl bei Katzen, 
af wie bei Kaninchen eine starke Blutdrucksenkung und Pulsverlang- 
wl samung. Nach einer gewissen Zeit kehrte der Blutdruck zur 
/_ Norm zuriick und fiel dann nochmals ab. Am herausgenommenen 
da Froschherzen fand er eine negativ-chronotrope Wirkung. Nach 
hr groBen Dosen von Methylpyridiniumhydroxyd beobachtete Kohl- 
_ rausch eine motorische Liihmung und Tod durch Atemstillstand. 
f- Der Blutdruck wurde anfangs wie beim Trigonellin gesenkt, spiiter 
nd kam es aber zu einer lange anhaltenden Steigerung. Am isolierten 
a Froschherzen beobachtete er einen diastolischen Stillstand. Jeden- 
4 falls wird man die Wirkung dieser Pyridinderivate mit zu_be- 
“ denken haben, wenn man einfach Extrakte aus dem Harn auf 
r 


ihre biolo ische Wirkung untersucht. Mit der Auffindung des 
of 
4* 
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T'rigonellins ist es nun auch zum zweiten Male gegliickt, 
aus Menschenharn ein Betain darzustellen, nachdem das y-Buty- 
robetain nach Phosphorvergiftung von Takeda’) in Hundeharn 
und von Reinwein und Thielmann*’) aus Menschenurin bei 
Biermerscher Aniimie gefunden war. 


Experimenteller Teil. 


50 Liter normaler Harn wurden nach Eindampfen auf etwa 
3 Liter im Vakuum mit Ba- und Calciumhydroxyd im Uberschub 
versetzt. Das iiberschiissige Ba und Ca durch CO, entfernt. 
Das Filtrat auf dem Wasserbade zum diinnen Sirup eingeengt, 
wobei von einem Teil des sich beim Erkalten abscheidenden 
Harnstoffs und Kochsalzes abfiltriert wurde. Der etwa 400 ccm 
betragende Harnsirup wurde mit einem Alkohol—Athergemisch (2:1) 
bei jedesmaligem Stehen fiir 5 Stunden im Eisschrank und starkem 
Durchrithren dreimal versetzt. Der in Alkohol—Ather unlésliche 
‘'eil wurde darauf in mdglichst wenig Wasser gelést, mit Blei- 
essig gefiillt. Das Filtrat durch Zusatz von Na,CO, vom Blei 
befreit. Nach Zusatz der entsprechenden Essigsiuremenge wurde 
dann bei schwach alkalischer Reaktion mit Quecksilberacetat ge- 
fillt. Das Filtrat mit Schwefelsiiture kongosauer gemacht, und 
durch Schwefelwasserstoff das Quecksilber entfernt. Nach Be- 
seitigung des iiberschiissigen Schwefelwasserstoffes das Filtrat 5°/, 
schwefelsauer gemacht und mit Phosphorwolframsiure gefillt. Nach: 
24 stiindigem Stehen abgesaugt. Die Fillung nach entsprechen- 
dem Waschen mit Schwefelsiiure und etwas Phosphorwolfram- 
siiure in der iiblichen Weise mit Baryt verrieben. Der Barium- 
iiberschu8 durch CO, entfernt. Nach Einengen im Vakuum bis 
zum Sirup, die Liésung mit geringen Mengen 1/,, n-Schwefelsiure 
versetzt und von den letzten Barytmengen abfiltriert. Fallung 
des Filtrates mit alkoholischer Pikrinsiurelésung. Das Pikrat 
fiel erst 6lig, erstarrte nach kurzem Stehen auf Eis krystallin. 
Von den Krystallen abgesaugt, diese aus wenig Wasser um- 
krystallisiert. Die beiden Mutterlaugen vereint. Diese wurden 
im Vakuum vom Alkohol befreit, dann durch Zusatz von Salz- 
siiure und Ausiithern die Pikrinsiiure entfernt. Im Vakuum zum 
diinnen Sirup eingeengt. Der Sirup in etwa 75 ccm Wasser gelist 
und mit 30°/, Goldchloridchlorwasserstoffsiiure gefallt. Die Fallung 
war zuerst etwas 6lig, krystallisierte dann aber nach zweimaligem 
Umkrystallisieren aus konzentrierter Salzsiure. Von den Kry- 
stallen abgesaugt. Aus diesen durch Schwefelwasserstoff das 
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Chlorid hergestellt. Das Chlorid krystallisierte beim Stehen 
im Vakuumexsiccator. Mit absolutem Methylalkohol die letzten 
anorganischen Beimengungen entfernt. Wiederum mit (Gold- 
chlorid gefillt. Die Fiallung war sofort krystallin und inderte 
nach zweimaligem Umkrystallisieren aus konzentrierter Salzsiure 
den Schmelzpunkt, der bei 198° lag, nicht mehr. Getrocknet im 
Vakuum bei 100°. 


7,1 mg Substanz gaben 2,93 mg Au. 


7,09 mg ,, . 2,935 mg Au. 

8,895 mg ., 0,23814 cem N, (20,5°, 750 mm). 
4,67 mg ,, » 2,38 mg AgJ, 

6,645 mg... . 4,305 mg CO,, 1,12 mg H,0. 
5,902 mg ,, . 8,775 mg CO,, 1,00 mg H,0. 


Fiir C,H,NO,HCl] AuCl, 

Ber. Au 413°, N2,9°%,  (N-)CH, 3,15%, © 17,6°/, H 1,7 °, 
tef. ,, 41,27 > 3,07 » 8,26 . 17,67 » 1,89 
41,40 , 17,44 » 1,90 

Regulires Trigonellinchloraurat. 

Zur weiteren Sicherung, daf Trigonellin vorlag, wurde zur 
Darstellung des charakteristischen irreguliiren Goldsalzes das 
analysenreine regulire Salz zweimal aus Wasser umkrystallisiert. 
Nach Trocknen bei 100°: 

4,66 mg Substanz gaben 1,775 mg Au. 

Fiir (C,H,NO,)3HAuCl, 
Ber. Au 37,73 °/, Gef. Au 38,09 °/, 

Schmelzpunkt wie verlangt: 186°. 

Zweite Darstellung: 40 Liter desselben Harnes, eingeengt 
auf etwa 4 Liter, werden nach Versetzen mit soviel konzentrierter 
Schwefelsiiure, daB deren Konzentration 5°/, betriigt, mit Phos- 
phorwolframsiure gefillt. Nach 24stiindigem Stehen der Nieder- 
schlag mit Schwefel- und Phosphorwolframsiure chlorfrei ge- 
waschen. Die Phosphorwolframate nach iiblichem Verfahren zer- 
legt und die Carbonatlésung im Vakuum auf 300 ccm eingeengt. 
Mit ausgekochter Salpetersiiure schwach kongosauer gemacht, von 
dem harzigen Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat mit 20°/, 
AgNO, versetzt, nach 24stiindigem Stehen auf Eis abfiltriert. 
Zum Filtrat noch soviel Silbernitrat zugefiigt, da& mit Ba(OH), 
sofort ein brauner Niederschlag entstand. Nach dem Verfahren 
von Kutscher erst die Histidin-, dann die Argininfraktion ab- 
getrennt. Kutscher weist mit Recht darauf hin, dab man sehr 
sorgfaltig darauf zu achten hat, dab kein iiberschiissiges Ba(OH), 
zugesetzt wird, da sonst das niedergeschlagene Kreatinin wieder 
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in Lésung geht. Nach Beseitigung des Silbers durch HCl aus 
dem Filtrat und des iiberschiissigen Ba durch Schwefelsiure die 
nach der Filtration sich ergebende Lisung mit entsprechender 
Menge Schwefelsiiure versetzt und mit Phosphorwolframsiure ge- 
fallt. Der Niederschlag mit 5°/,iger Schwefelsiure salpetersaiure- 
frei gewaschen, dann wie iiblich zerlegt. Die Carbonatlésung im 
Vakuum bei 40° eingeengt. Nach Beseitigung der letzten Baryt- 
mengen durch Schwefelsiiture mit Hopkinschem Reagens (HgSO, 
in Schwefelsiiure) gefillt. (Fillung: A). Das Filtrat mit Athyl- 
alkohol versetzt. Da die Fillung durch den Alkohol nur sehr 
gering, diese verworfen. Das Filtrat B im Vakuum vom Alkohol 
befreit. Das Quecksilber sowohl in der Fillung A wie in dem 
Filtrat B durch Schwefelwasserstoft entfernt. Beseitigung des 
iiberschiissigen H,SO, durch Baryt, des iiberschiissigen Ba durch 
CO,. Die Lésungen im Vakuum eingeengt. 

A. (Fillung.) Die Lésung wird mit etwas Salzsiiure kongo- 
sauer gemacht und dann mit Goldchloridchlorwasserstofisiure ge- 
fillt. Die Fallung wird nach einigem Stehen vdéllig krystallin. 
Nach Umkrystallisieren aus der Mutterlauge von den Krystallen 
abgesaugt. Diese zweimal aus verdiinnter HCl umkrystallisiert. 
Die Krystalle mit H,S vom Gold befreit. Die Chloridlésung 
im Vakuum zum _ diinnen Sirup eingeengt.  Beseitigung ge- 
ringer anorganischer Reste durch Aufnehmen mit absolutem 
Methylalkohol. Die gréBere Menge des Chlorides mit 30°/, Gold- 
chloridchlorwasserstoftsiiure gefillt. Die Fallung ist sofort kry- 
stallin. Beim Umkrystallisieren aus verdiinnter Salzsiiure scheiden 
sich lange diinne Nadeln ab. Nach Trocknen bei 100° im Vakuum 
wiegt das Goldsalz 0,31 g. 

10,308 mg Substanz ergaben 4,653 mg Au. 


9,352 mg " - 4,227 mg Au. 

7,257 mg ss ” 0,22638 ccm N, (16°, 754 mm). 
8,578 mg » i 0,2538 cem Ny, (16°, 754 mm). 
6,682 mg . . 3,590 mg AgJ. 

5,071 mg “ , 8,12 mg CO,, 0,87 mg H,0O. 


Fir C,H,NCH,AuCl, 
Ber. Au 45,539, N 8,24°%, (N-)CH, 3,47°/, C 16,62, H 1,86 %, 
Gef. ., 45,13 » 3,66 » 8,44 ,, 16,78 1,92 
45,20 8,47 
Methylpyridiniumhydroxyd. Schmelzpunkt wie angegeben 
bei 252°. 
Zur weiteren Identifizierung wurde der Rest des Chlorides 
mit Natriumpikrat gefillt.. Die Fiallung ist sofort krystallin. Nach 




































Uber das Vorkommen von Pyridinderivaten im normalen Harn. 5D 


” | gweimaligem Umkrystallisieren Schmelzpunkt konstant bei 212°. 

le Schén ausgebildete Nadeln. Nach Trocknen bei 100° im Vakuum: 

or | 5,072 mg Substanz gaben 0,76048 cem N (18°, 752 mm). 

> Fir (C,H,NCH,0C,H,NO,), 

2 Ber. N 17,39 °/, Gef. N 17,40 °%, 

m | Methylpyridiniumpikrat. 

t- Auch von Totani und Hoshiai*!) wurde der Schmelzpunkt 

3 bei 212° gefunden. 

l- B. (Filtrat der Quecksilbersulfatfillung.) Es wurde 

ir ebenfalls im Vakuum auf 25 ccm eingeengt. Nach Ansiiuern mit 

oI Salzsiure mit Goldchlorid gefillt. Die Fillung ist teils lig, 

mn teils krystallin. Aus der Mutterlauge einmal nach Zusatz von 

ss etwas konzentrierter HC] umkrystallisiert. Die Fiillung dann nach 

h Absaugen zweimal aus konzentrierter Salzsiure umkrystallisiert. 
Das entstandene Goldsalz mit H,S zersetzt. Die Chloridlésung 

)- in Vakuum eingeengt. Beim Stehen im Exsiccator bilden sich 

- lange Nadeln von Trigonellinchlorid. Nach Beseitigung der letzten 

b. -  anorganischen Reste durch absoluten Methylalkohol und Trocknen 

n im Vakuum bei 100° wiegt das analysenreine Chlorid 0,61 g. Mit 

t. gesittigter Ferrozyankaliumlésung bildet sich die charakteristische 

g rote Fiallung. 

a 13,66 mg Substanz gaben 11,355 mg AgCl. 

n 5,488 mg ” " 0,4116 cem N, (20,5°, 740 mm). 

a 4,850 mg " i 8,585 mg CO,, 2,070 mg H,0. 


Fiir C,H,NO,HCI 
Ber. Cl 20,43°/,  C 48,40%  H 4,65°%  N 8,08%, 
“ Gef. ,, 20,57 y 48,27 , 4,78 » 8,49 


‘ Trigonellinchlorid. 
Schmelzpunkt wie in der Literatur angegeben bei 258°. 
Eine kleine Menge des Chlorides wurde mit Goldchloridchlor- 
wasserstoffsiure nach Zugabe von konzentrierter HCl gefiillt. Nach 
zweimaligem Umkrystallisieren entsteht das regulire 'Trigonellin- 
chloraurat. Schmelzp. 198°. Nach Trocknen bei 100°: 
10,927 mg Substanz gaben 4,509 mg Au. 
| 6,122 mg - a 2,522 mg Au. 
‘0 Fiir regulires Trigonellinchloraurat 


Ber. Au 41,30°/, Gef. Au 41,25 41,20°,. 
Das reine regulare Trigonellinchloraurat wird darauf zur 
. Darstellung des irreguliiren Salzes aus Wasser umkrystallisiert. 
Nach Trocknen bei 100° im Vakuum Schmelzpunkt konstant 186°. 


| 8,005 mg Substanz gaben 3,045 mg Au. 
h Ber. Au 37,73 %, Gef. Au 38,04°/,. 
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Zusammenfassung. 


1. In verschiedenen normalen Harnen, wurde zum ersten Male 
Trigonellin nachgewiesen und analysenrein dargestellt. Damit 
wurde die Stickstoffmenge unbekannter Herkunft, der sogenannte 
unbestimmbare Stickstoff, weiter vermindert. 

2. Mit Wahrscheinlichkeit ist das schon friiher von Kutscher 
aufgefundene Gynesin als Trigonellin anzusehen. 

3. Die Angabe von Kutscher iiber das Vorkommen von 
Methylpyridiniumhydroxyd im normalen menschlichen Harne wurde 


hestiatigt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fir die freundliche Unterstiitzung unserer Arbeit zu groBem 
Danke verpflichtet. 


Literatur. 


. O. Folin, Amer. J. Physiol. 13, 45 (1905). 

Zitiert nach Neubauer-Huppert, 1910 S. 490. 

Ascoli u. Grazia, Berl. Klin. Wochschr. 1901, Nr. 10. 

Bickel u. Kauffmann-Cosla, Virchows Arch. 259, 186 (1926). 

Reinwein, Deutsch. Arch. f. klin. Medizin 144, 37 (1924). 

Zitiert nach Schmidt, Pharm. Chemie 1923, S. 1600. 

Klein, Krisch, Pollauf u. Soos, Ost. bot. Ztschr. 80. 273 (1931). 

Holtz, Kutscher u. Thielmann, Z. Biol. 81, 57 (1928). 

Ackermann, Z. Biol. 59, 17 (1912). 

Kutscher u. Lohmann, Diese Z. 49, 84 (1906). 

. Kutscher, Diese Z. 48, 1 (1906). 

12. His, Arch. f. exper. Path. 22, 258 (1887). 

. Tomita, Biochem Z. 116, 48 (1921). 

Ackermann u. Kutscher, Z. f. Unters. d. Nahrungs- und GenuBmittel 

14, 689 (1907); Ackermann, Z. Biol. 74, 78 (1921); Ackermann, 

Holtz u. Reinwein, Z. Biol. 80, 133 (1928). 

15. Kutscher u. Lohmann. Z. f. Unters. d. Nahrungs- und GenuBmittel 
13, 177 (1907). 

16. Hoppe-Seyler, Deutsch. Arch. f. klin. Medizin 154, 97 (1927). 

17. Kutscher u. Lohmann, Diese Z. 49, 87 (1906). 

18. Kohlrausch, Inaugural-Dissertation Marburg 1911. 

19. Takeda, Pfliigers Arch. 133, 365 (1910). 

20. Reinwein u. Thielmann, Arch. f. exper. Path. 103, 115 (1924). 

21. Totani u. Hoshiai, Diese Z. 68, 83 (1910). 


se 
SL PASRT RYH 


—" 
— 


tet 
Hm CO 














ite 
er 
on 


de 


vir 
2m 


tte] 
on, 


tte] 





Acetylcholin im Warmbliter. 
4, Mitteilung. 


Von 


C. Bischoff, W. Grab und J. Kapfhammer. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen und dem Pharmakologischen Institut 
der Universitat Freiburg im Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Mirz 1932.) 


Auf ganz verschiedenem Wege ist Acetylcholin sowohl aus 
der Rindermilz (Dale und Dudley) als auch aus dem Rinderblut 
(Kapfhammer und Bischoff) dargestellt worden. Dale und 
Dudley fanden Acetylcholin nur in der Milz des Rindes und des 
Pferdes, nicht in der Milz des Hundes, der Katze, des Affen und 
des Kaninchens; auf andere Organe haben sie ihre chemischen 
Untersuchungen nicht ausgedehnt, weil ihnen die zu erwartenden 
Mengen an Acetylcholin zu klein und die Aufarbeitung zu verlust- 
reich schien. 

DaB sich Acetylcholin auch aus anderen Ko6rperteilen des 
Rindes darstellen 1éBt und daB es sich auch in anderen Tieren 
sowie im menschlichen Korper chemisch nachweisen libt, zeigen 
unsere vorliegenden Untersuchungen. 

Alle von uns untersuchten Korperteile des Rindes, aus- 
genommen die Gebérmutter, enthalten Acetylcholin. Wenn man 
die hohe physiologische Wirksamkeit des Acetylcholin beriick- 
sichtigt, so erscheinen die von uns in den verschiedenen Organen 
gefundenen Acetylcholinmengen iiberraschend grof8. Unser Be- 
fund, daB ein kérpereigener Stoff trotz seiner hohen physiologischen 
Wirkungen in verhaltnismaBig groBer Menge in Organen vorkommt, 
hat eine gewisse Ahnlichkeit mit der Beobachtung von Best, 
Dale, Dudley und Thorpe, die in der Lunge verhaltnismaBig 
viel Histamin fanden: “‘a quantity which, if suddenly released into 
the circulation of the animal, would have a profound, shock-like 
action’”’. 

Sucht man unsere analytischen Tatsachen physiologisch zu 
verstehen, so kann man zu den folgenden Annahmen kommen. 
EKimmal wire es méglich, daB das Acetylcholin vielleicht wie im 
Blut, so auch in den Organen in einer noch unbekannten Bindung 
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mit einem noch unbekannten Stoff verkniipft ist und daB es 
sowohl im physiologischen Bedarfsfall als auch im Falle unserer 
sehr schonenden Organaufarbeitung aus dieser lockeren un- 
bekannten Bindung abgelést wird, so daB es erst dann physio- 
logisch wirksam ist. Und dann kénnte man sich auf die an- 
sprechende Theorie Straubs stiitzen, nach der das Acetylcholin 
ein k6érpereigenes Potentialgift ist, ein Gift, das sich also nur 
physiologisch auswirkt, wenn ein Potentialgefalle vorliegt. Daf’ 
im Korper ein solches Gefialle besteht, zeigen unsere analytischen 
Befunde. 

Das Acetylcholin fanden wir im quergestreiften und im glatten 
Muskel, in den Driisen mit und ohne Ausfiihrungsgang. Dale und 
Dudley, die als die ersten das Acetylcholin aus der Milz ge- 
wannen, bestimmten bei den einzelnen Stufen ihrer chemischen 
Aufarbeitung nebenher noch den Acetylcholingehalt durch den 
biologischen Versuch am Kaninchen- und Meerschweinchendarm; 
sie fanden durch diese Vergleichsbestimmungen, da8 ihr chemischer 
Arbeitsgang Verluste bis zu 80°/, des urspriinglich vorhandenen, 
nimlich biologisch ermittelten Acetylcholin mit sich bringt. 
Biologisch bestimmt ist nach ihren Angaben der Acetylcholin- 
gehalt der Rindermilz 10,3 mg je 1 kg Frischorgan; chemisch 
bestimmt nur etwa 1/, davon, also 2,7 mg. Unsere Arbeitsweise 
ist schonender als die der englischen Forscher, sie verseift das 
urspriinglich vorhandene Acetylcholin nicht. 

Den héchsten Gehalt an Acetylcholin fanden wir im Muskel. 
Aus 8500 g Rindfleisch erhielten wir 2,646 g rohe Reinecke- 
verbindung; lige die reine Acetylcholin-Reineckeverbindung vor, 
so entspriiche diese Menge einem Gehalt von 296 mg Acetyl- 
cholinchlorid in 1 kg Muskel. Bei der Uberfiithrung der Reinecke- 
verbindung in das Goldsalz bekamen wir ein Gemisch von Acetyl- 
cholin- und Cholingoldsalz und fanden schlieBlich in 1 kg Muskel 
194 mg Acetylcholinchlorid und 45 mg Cholinchlorid. Dieser hohe 
Gehalt an Acetylcholin la8t vermuten, da das Acetylcholin fir 
den Muskel eine physiologische Bedeutung besitzt. Bei der Tagung 
der deutschen Pharmakologischen Gesellschaft in Kénigsberg 1930 
sprach der Eine von uns (Kapfhammer) die Vermutung aus, dab 
im tetanisch gereizten Muskel Acetylcholin verbraucht wird, denn 
die chemische Untersuchung zeigte, daB er weniger Acetylcholin 
enthielt als der nicht gereizte Muskel. Ob unsere Annahme richtig 
ist oder ob vielleicht im tetanisch gereizten Muskel nicht so viel 
Acetylcholin nachgeliefert werden kann als im nicht gereizten 
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Muskel, sollen unsere noch nicht abgeschlossenen Untersuchungen 
zeigen. Durch ihre biologischen Untersuchungen am Muskel 
kamen He8, Shimidzu, Dale und Gaddum u. a. zu der An- 
nahme, daB im arbeitenden Muskel ein Stoff frei wird, der in seinen 
Eigenschaften dem Acetylcholin sehr aihnlich, wenn nicht sogar 
identisch ist; allerdings fehlt dafiir noch der chemische Beweis. 

Im Rinderherzen fanden wir 23 bzw. 32 mg Acetylcholin 
je 1 kg Frischorgan. Die Untersuchungen Loewis und Platt- 
ners zeigen, daB unter Vagusreiz ein Stoff im Kalt- und Warm- 
bliiterherzen entsteht, der in seinen biologischen HEigenschaften 
denen des Acetylcholin sehr nahe kommt. Auch andere Forscher 
halten es fiir wahrscheinlich, daB das Acetylcholin der Vagusstoff 
ist (Jendrassik, Dale, Engelhart, Velhagen). Alle Autoren 
stiitzen sich auf den biologischen Nachweis. Eine festere Grund- 
lage erhalt diese Annahme durch unsere chemischen Befunde am 
Rinderherzen. Sie decken sich zwar nicht in allen Punkten mit 
anderen bisherigen Beobachtungen. Denn Plattner und Engel- 
hart fanden im Vorhof des Frosch- und Kaninchenherzens bei 
der biologischen Bestimmung mehr Acetylcholin als in der Kammer. 
Wir dagegen beobachteten im biologischen Versuch, daB rechte 
Kammer des Rinderherzens mehr Acetylcholin enthielt (66 mg in 
1 kg) als hnke Kammer (25 mg je 1 kg) und rechter Vorhof (60 mg) 
mehr als linker Vorhof (10 mg); beide Kammern enthielten also 
mehr Acetylcholin als die beiden Vorhéfe. Vielleicht erklart sich 
das verschiedene Ergebnis von Plattner, Engelhart und von 
uns so, daB jene nur kleine, etwa 1g schwere Organstiickchen 
untersuchten, wahrend wir entweder die ganzen Vorhdfe und 
Kkammern verarbeiteten oder Stiicke von 60—100 g. 

Auch bei der chemischen Aufarbeitung, bei der Kammern und 
Vorhéfe getrennt untersucht wurden, fanden wir in den Kammern 
mehr Acetylcholin (87 mg je 1 kg) als in den Vorhéfen (13 mg je 
1 kg). 

Unsere Befunde an der Rinderniere waren wechselnd. In 
einem. Falle fanden wir in der Niere weder Cholin noch Acety]l- 
choln. In allen iibrigen Fallen aber erhielten wir einen Durch- 
schnittswert von 75 mg Acetylcholin je 1 kg Frischorgan. Wir 
mochten annehmen, daB dieser eine Befund, in dem wir weder Cholin 
noch Acetylcholin fanden, physiologisch begriindet ist — 
ohne freilich diese Griinde zu kennen — und daB er nicht auf 
unsere Verarbeitung zuriickzufiihren ist. Diese ist immer die gleiche 
gewesen; zugesetztes Acetylcholin fanden wir in Vergleichs- 
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versuchen stets zu 90—100°/, wieder. Unsere Untersuchungen an 
der Niere und an der Placenta zeigen deutlich, daB das in den 
Organen enthaltene Acetylcholin bei unserem Reineckesaure- 
verfahren nicht zerstért wird, wahrend bei Verwendung des 
Merkurichlorids das Acetylcholin teilweise oder ganz zu Cholin 
verseift wird. Das beweisen besonders unsere Beobachtungen an 
der Placenta, wo wir sogar meist nur Acetylcholin oder doch nur 
wenig oder gar kein Cholin fanden. Gerade diese Untersuchungen 
an der Placenta lassen die Vermutung zu, daB dort vielleicht 
iiberhaupt nur Acetylcholin vorkommt; denn die geringen Cholin- 
mengen, die wir fanden, sind woméglich durch Verseifung des 
Acetylcholin entstanden, die sich trotz unserer schonenden Be- 
handlung der Organausziige nicht ganz vermeiden lieB. Wir 
glauben deshalb, da8 in den Organen urspriinglich meist nur oder 
fast nur Acetylcholin, aber kein oder nur wenig freies Cholin ent- 
halten ist. Die verschiedene Aufarbeitung ist also dafiir ver- 
antwortlich, ob man Acetylcholin oder Cholin findet. Verwendet 
man Merkurichlorid, so mu der dadurch entstandene Nieder- 
schlag ausgekocht werden, die Ausziige ‘miissen dann durch 
Schwefelwasserstoff zerlegt werden. Wir konnten zeigen, daB die 
Placentaausziige von vornherein Acetylcholin enthielten, denn wir 
haben sie wihrend des ganzen Arbeitsganges schrittweise bio- 
logisch gepriift. Die biologischen Versuche zeigten zumeist immer, 
daB man bei der biologischen Priifung nur einen Teil des wirklich 
vorhandenen Acetylcholin erfaBt, solange néimlich die mit Tri- 
chloressigsiure faillbaren Stoffe noch nicht aus der Loésung ent- 
fernt sind. Erst nach Entfernen der mit Trichloressigsaure fill- 
baren Stoffe (EiweiBstoffe, Lipoide) findet man dann auch im 
biologischen Versuch ebensoviel Acetylcholin, wie sich auch bei der 
chemischen Verarbeitung finden lat. Erst dann stimmen bio- 
logischer und chemischer Befund gut iiberein. Da8 nicht nur 
Eiweibstoffe, wie wir schon friiher beobachteten, den biologischen 
Nachweis des Acetylcholin verdecken k6énnen, sondern auch 
Lipoide, hat Ueda angegeben. Er zeigte, daB am iiberlebenden 
Froschherz das Lecithin in Konzentrationen 1:10000—1 : 200000 
und das Cholesterin 1:10000—1:400000 antagonistisch zum 
Acetylcholin wirkten. 

Verfolgt man also schrittweise, indem man die einzelnen, 
wahrend des Arbeitsganges anfallenden Lésungen biologisch unter- 
sucht, den Gehalt an Acetylcholin, so findet man, daB bis zur 
Fallung mit Mercurichlorid noch so viel Acetylecholin vorhanden 
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ist, wie man aueh mit der Reineckesiure erhalten kann. Anders 
wird es aber, sobald die quecksilberhaltige Lésung mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt ist. In dem vom Schwefelwasserstoff befreiten 
Filtrat des Quecksilbersulfidniederschlages fanden wir niemals 
Acetylcholin, sondern nur noch Cholin. An dieser Stelle der Auf- 
arbeitung wird also das Acetylcholin zu Cholin verseift und zwar 
durch die aus dem Mercurichlorid freiwerdende Salzsiure. Ver- 
wendet man statt des Mercurichlorids die Reineckesiure, so ver- 
meidet man die Verseifung des Acetylcholin. Bei der Uberfiihrung 
der Reineckeverbindung in das Goldsalz ist sorgfialtig darauf zu 
achten, daB die Goldchloridlésung nicht kongosauer reagiert; man 
mu8 also mit Natriumbicarbonat neutralisieren. In allen Fallen 
haben wir das Goldsalz analysiert, die Analyse entsprach den 
Anforderungen. In allen Fallen haben wir auch die Filtrate der 
nach dem Verfahren von Dale und Dudley mit Silber zerlegten 
Acetylcholin-Goldsalze biologisch geprift, und zwar immer im 
Blutdruckversuch an der Katze. In EKinzelfaillen haben wir dann 
auch die Reineckeverbindung, bevor wir sie in das Goldsalz iiber- 
fihrten, auf ihren Gehalt an Acetylcholin untersucht; wir haben 
die waBrige Acetonlésung der Reineckeniederschlige mit Silber- 
sulfat und Bariumchlorid zerlegt — ein Verfahren, das sich jiingst 
auch fir die Darstellung des Muscarin aus Fliegenpilzen sehr gut 
bewahrte (K6égl) — und diese Lésung biologisch untersucht: 
auch hier zeigte das Ergebnis, daB die Reineckeverbindung noch 
ebensoviel Acetylcholin enthielt wie die vor der Reineckefillung 
biologisch geprifte Lésung. 

In den Rinderplacenten, deren miitterlichen und fetalen 
Anteil wir getrennt untersuchten, und in den menschlichen Pla- 
centen fanden wir regelméBig Acetylcholin. Wenn die Placenta 
regelmaiBig Acetylcholin enthalt, der Uterus aber, wie unsere 
Versuche zeigen, kein Acetylcholin, so taucht wegen der hohen 
physiologischen Wirkung des Acetylcholin die Frage auf, die schon 
oft bei den auf den Cholingehalt der Placenta gerichteten Unter- 
suchungen gestellt wurde: Welche Bedeutung hat das Acetyl- 
cholin fiir die Placenta, fiir den Uterus, fiir den Geburtsverlauf? 

Bei der ausgepragten kontrahierenden Wirkung des Acetyl- 
cholin auf die Uterusmuskulatur kann der Umstand, daB die 
Placenta viel und regelmaBig, der Uterus aber kein Acetyl- 
cholin enthalt, nicht ohne physiologische Bedeutung sein. Wenn 
die Verhiltnisse so liegen, daB die Placenta immer Acetylcholin 
bildet und speichert, damit sie es im Bedarfsfall an den zur Wehe 
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bereiten Uterus abgeben kann, wenn also Acetylcholinbildung und 
Acetylcholinabgabe nebeneinander herlaufen, so wird man aus den 
analytischen Zahlen des Acetylcholingehaltes der Placenta keine 
Schlisse auf das AusmaB der Acetylcholinbiidung und Speicherune 
in der Placenta ziehen kénnen; denn man wei ja nicht, ob dieser 
oder jener Vorgang starker angespannt wird. Auffallend ist aller- 
dings, da sich der Acetylcholingehalt der reifen Placenta meist 
so ziemlich in der gleichen GréBenordnung bewegt. Eine reife 
menschliche Placenta enthalt durchschnittlich 65 mg Acetylcholin- 
chlorid. DaB aber im Acetylcholingehalt der unreifen und der reifen 
menschlichen Placenta groBe Verschiedenheiten bestehen, wird dem- 
nichst Hauptstein, der in der hiesigen Frauenklinik solche Unter- 
suchungen mit unserem Verfahren ausfiihrte, ausfiihrlich mitteilen. 

Wir haben dann auch noch andere Ko6rperteile des Rindes 
untersucht: Milz, Lunge, Leber, Duodenum, Pankreas, 
Nebennierenrinde, Epithelkérperchen, Thymus und 
Harnblase (letztere wurde nur biologisch untersucht). In allen 
diesen Organen fanden wir Acetylcholin. Der Versuchsteil und die 
Tabelle geben dariiber néiheren Aufschlu8.  . 

In der menschlichen Milz fanden wir kein Acetylcholin, 
sondern nur Cholin; sehr wahrscheinlich liegt das daran, daB die 
Milzen erst 24 Stunden nach dem Tod verarbeitet wurden. 

Hund, Katze, Kaninchen und Meerschweinchen haben 
wir im ganzen untersucht; wie zu erwarten war, fanden wir auch 
darin regelmibig Acetylcholin. 


Rinderorgane. 
Gehalt an Acetylcholinchlorid in mg je 1 kg Organ. 
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*) Diese Werte beziehen sich auf Organe, die unter Alkohol aufbewahrt 
waren und erst kurz vor der Verarbeitung gewogen wurden. Die Werte sind 
also, auf frische Organe bezogen, zu hoch. 
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Versuchsteil. 


Rinderorgane. 


In der Regel kamen die Organe 15 Minuten nach dem Tod der Tiere in 
unsere Hinde, Die Aufarbeitung der Organe ist in den meisten Fallen die gleiche. 
Wo nichts anderes angegeben, wurden die frischen Organe zuerst mit der 
3fachen Menge Alkohol, dann ihr PreBriickstand mit der doppelten Menge 
Alkohol (auf Frischgewicht bezogen) behandelt und hierauf wie bei ,,Herz* 
beschrieben, weiter verarbeitet. 

Um die Reineckeverbindung des Acetylcholin aus den Filtraten der 
Organausziige niederzuschlagen, verwendeten wir Reineckesaure, die wir aus 
ihrem Ammoniumsalz herstellten. 

Skelettmuskel. Aus 3500 g Rindfleisch gewannen wir 2,646 g Reinecke- 
verbindung, die in Rhomben und 6seitigen Tafeln krystallisierte. 880 mg der 
Reineckeverbindung fiihrten wir in das Goldsalz iiber, wir erhielten 603 mg 
Acetylcholingoldsalz vom Schmelzp. 168° und 167 mg Cholingoldsalz vom 
Schmelzp. 254°. Aus 2,646 g der Reineckeverbindung errechnen sich also 
1,813 g Acetylcholingoldsalz = 0,679 g Acetylcholinchlorid und 0,503 g Cholin- 
goldsalz = 0,159 g Cholinchlorid. 


Wir fanden also in 1 kg Muskel 194 mg Acetylcholinchlorid 
und 45 mg Cholinchlorid. 


Herz. 1. 2 Herzen, 15 Minuten nach der Schlachtung entnommen, 
1500 g und 1650 g schwer, wurden unter Alkohol gebracht; !/, Stunde spater 
wurden sie unter Alkohol in nuBgroBe Stiicke geschnitten und durch die 
Fleischmaschine gedreht. Den Brei haben wir mit 15 Liter 96°/,igem Alkohol 
verrihrt und unter haufigem Umrihren bei etwa 15° Raumtemperatur 1 bis 
2 Stunden stehen lassen; dann filtrierten wir und preBten den Riickstand in 
einer Presse aus. Den PreBriickstand verriihrten wir nochmals mit 6 Liter 
96°/,igem Alkohol, lieBen ihn wieder 1—2 Stunden stehen und preBten dann 
den Brei wieder ab. Die vereinigten Filtrate und PreBsafte engten wir im 
Vakuum so schnell wie méglich auf etwa 200 ccm ein und gaben zu dieser 
Flissigkeit das gleiche Volumen einer 20°/,igen waBrigen Trichloressigsaure- 
lésung. Nach 2stiindigem Stehen im Kiihlschrank entfernten wir Fett und 
Trichloressigsiure durch Ausschiitteln mit reinem Ather. Die waBrige Lésung 
soll nicht mehr oder héchstens nur ganz schwach kongosauer reagieren; sie 
wird filtriert, im Vakuum vom Ather befreit und auf 100 cem eingeengt und 
nochmals filtriert. Zu diesem Filtrat gaben wir eine Lésung von 1,5 g Reinecke- 
saure in wenig Wasser. Nach 24stiindigem Stehen im Kiihlschrank zentri- 
fugierten wir den Niederschlag ab, wuschen ihn auf der Zentrifuge mit Eis- 
wasser, Alkohol und Ather und trockneten ihn iiber Phosphorpentoxyd oder 
Schwefelsiure im Exsiccator. Den trockenen Riickstand listen wir in abso- 
lutem Aceton, filtrierten die Lésung und brachten sie im Vakuum zur Trockne. 
Ks verblieben 304 mg Reineckeverbindung vom Schmelzp. 168—170°. Unter 
dem Mikroskop sahen wir Rhomben und vereinzelt 6seitige Tafeln. 300 mg 
der Reineckeverbindung fiihrten wir in das Goldsalz iiber. Wir erhielten 
194 mg Acetylcholinaurat (Schmelzp. 168°) und 92 mg Cholinaurat (Schmelz- 
punkt 254°), Der gefundenen Gesamtmenge von 304 mg Reineckeverbindung 
entsprechen demnach 196 mg Acetylcholingoldsalz und 93 mg Cholingoldsalz; 
daraus berechnen sich 73 mg Acetylcholinchlorid und 30 mg Cholinchlorid. 
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In 1 kg Herz sind also enthalten 23 mg Acetylcholinchlorid 


und 9 mg Cholinchlorid. 

2. 30 Min. nach der Offnung des Tieres wurde das Herz vom Fett befreit. 
Die beiden Vorhéfe und die beiden Kammern wurden getrennt verarbeitet. 

A. Die beiden Vorhéfe (400 g schwer) wurden mit 2 Liter Alkohol aus- 
gezogen, der PreBriickstand nochmals mit 1 Liter Alkohol aufgenommen. Die 
vereinigten Filtrate engten wir im Vakuum auf 80 ccm ein. 0,1 ccm des Fil- 
trates diente der biologischen Auswertung; wir fanden 10 mg Acetylcholin- 
chlorhydrat fiir 1 kg Organ. Die Hauptmenge des Filtrats versetzten wir mit 
20°/,iger Trichloressigsiure; nach dem Ausithern des Filtrates engten wir 
auf 40 ccm ein und fallten mit Reineckeséure. Wir erhielten 14 mg Reinecke- 
verbindung, die Krystallform entsprach der der Acetylcholinverbindung. Aus 
14 mg Reineckeverbindung bekamen wir 5 mg Acetylcholingoldsalz; Schmelz- 
punkt 168°. Fiir 1 kg Vorhof berechnen wir danach 13 mg Acetylcholin- 
chlorid; Cholin fanden wir nicht. 

B. Die beiden Kammern wogen 2500 g. Die alkoholischen Ausziige 
engten wir auf 250 ccm ein. 0,1 cem davon wurde biologisch gewertet, wir 
fanden 27 mg Acetylcholinchlorid fiir 1 kg Organ. Zur Hauptmenge gaben 
wir Trichloressigsiure, das Filtrat befreiten wir durch Ather von der Trichlor- 
essigsiure und engten es auf 250 ccm ein. 0,1 ccm davon wurde wieder bio- 
logisch untersucht, wir fanden 30 mg Acetylcholinchlorid je 1 kg Organ. Die 
Hauptmenge des Filtrats fallten wir mit Reineckesaure, wir erhielten 242 mg 
Reineckeverbindung (Schmelzp. 173°). Die Krystallform entsprach der der 
Acetylcholinverbindung. Aus 201 mg der Reineckeverbindung erhielten wir 
198 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°). Fiir 242 mg Reineckeverbin- 
dung berechnen wir 238 mg Acetylcholingoldsalz = 89 mg Acetylcholinchlorid. 
In 1 kg Organ fanden wir also 36 mg Acetylcholinchlorid. Cholin konnten 
wir chemisch nicht nachweisen. 

Diese Untersuchung zeigt, daB die beiden Herzkammern, um- 


gerechnet auf 1 kg, mehr Acetylcholin enthalten als die beiden 
Vorhéfe. Rechnet man die beiden Werte fiir Kammern und Vor- 
hofe auf 1 kg ,,Gesamtherz*‘ um, so kommt man auf einen Gehalt 
von 32mg Acetylcholinchlorid je 1 kg Herz. Bei der vorher- 
gehenden Untersuchung zweier Rinderherzen fanden wir 23 mg 


Acetylcholinchlorid je 1 kg Organ. | 

Niere. 1. Aus 2000 g Niere erhielten wir 1,186 g Reineckeverbindung, 
die teils in 6seitigen Tafeln, zum kleineren Teil in Rhomben krystallisierte. 
Aus 400 mg davon erhielten wir 123 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°) 
und 251 mg Cholingoldsalz (Schmelzp. 254°). Fiir 1,186 g Reineckeverbindung 
berechnen wir 365 mg Acetylcholingoldsalz = 137 mg Acetylcholinchlorid und 
743 mg Cholingoldsalz = 234 mg Cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Niere 68 mg Acetylcholinchlorid und 


117 mg Cholinchlorid. 

2. 1700 g Niere wurden unter Alkohol durch die Fleischmaschine gedreht. 
Der Brei wurde in zwei gleiche Teile entsprechend je 850 g Niere geteilt. Die 
eine Halfte wurde wie tiblich (A), die andere Halfte wurde mit Metaphosphor- 
siure verarbeitet (B). 

A. Wir erhielten 517 mg Reineckeverbindung, die in 6seitigen Tafeln 
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und in Rhomben krystallisierte. 300 mg davon gaben 97 mg Acetylcholin- 
goldsalz (Schmelzp. 168°) und 193 mg Cholingoldsalz (Schmelzp. 254°). Fiir 
517 mg Reineckeverbindung berechnen wir 167 mg Acetylcholingoldsalz - 

62 mg Acetylcholinchlorid und 333 mg Cholingoldsalz = 105 mg Cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Niere 73 mg Acetylcholinchlorid und 
123 mg Cholinchlorid. 

B. Der Organbrei wurde mit 1500 cem 5°/,iger waBriger Metaphosphor- 
siure verriihrt. Nach 2stiindigem Stehen wurde filtriert und abgepreBt. Der 
PreBriickstand wurde dann nochmals mit 1000 ccm 5°/,iger waBriger Meta- 
phosphorsaure verrihrt, filtriert und wieder abgepreBt. Die vereinigten Filtrate 
und PreBsafte engten wir im Vakuum ein und filtrierten. Das Filtrat schiittelten 
wir mit Ather aus, den Ather entfernten wir im Vakuum. Die Lésung fallten 
wir dann mit Reineckeséure. Wir erhielten 525 mg Reineckeverbindung, die 
in 6seitigen Tafeln und in Rhomben krystallisierte. 305 mg davon gaben 
98 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°) und 200 mg_ Cholingoldsalz 
(Schmelzp. 255°). Fiir 525 mg Reineckeverbindung berechnen wir 168 mg 
Acetylcholingoldsalz = 63 mg Acetylcholinchlorid und 344 mg _ Cholingold- 
salz = 108 mg Cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Niere 74 mg Acetylcholinchlorid und 
128 mg Cholinchlorid. 

3. 680 g Niere unter Alkohol durch die Fleischmaschine getrieben. Der 
Organbrei wurde in 2 Teile geteilt. 

A. Die eine Halfte (entsprechend 340 g Niere) wurde abgepreBt und der 
PreBriickstand nochmals mit Alkohol aufgenommen. Die alkoholischen 
Filtrate engten wir im Vakuum auf 170 ccm ein. 1 ccm dieser Lésung diente 
fiir zwei biologische Versuche: namlich fiir die Auswertung am _ isolierten 
Froschherzen und am Blutdruck der Katze. In beiden Fallen gab der Versuch 
keinen Hinweis fiir die Anwesenheit des Acetylcholin. Wir entfernten dann 
aus den iibrigen 169 ccm die EiweiBstoffe mit Trichloressigsiure, verarbeiteten 
das Filtrat wie sonst und engten es ein auf 68 ccm. Von dieser Lésung ver- 
wendeten wir 0,5 cem fiir den biologischen Blutdruckversuch an der Katze. 
Wieder war die Lésung unwirksam; Acetylcholin war nicht nachzuweisen. 
Den negativen Ausfall der biologischen Versuche bestiatigte die weitere 
chemische Verarbeitung der Gesamtlésung. Wir erhielten keine Reinecke- 
verbindung, weder die des Acetylcholin noch die des Cholin. 

B. Die zweite Halfte (entsprechend 340 g Niere) verarbeiteten wir wie 
den Uterus 4B (S. 68) mit kochendem Wasser, verdiinnter Essigsiure usw. 
Nach der zweiten Alkoholreinigung nahmen wir den Riickstand mit Wasser 
auf, brachten die Lésung auf das Volumen von 68 ccm, entnahmen davon 
0,5 cem fiir die biologische Priifung. Die Lésung wirkte weder am Frosch- 
herzen noch im Blutdruckversuch an der Katze. Das Ergebnis stimmt also 
mit dem obigen (3 A) iiberein. Den Hauptteil der Lésung teilten wir in 2 Teile. 
Den ersten Teil versetzten wir mit Reineckesiure: wir erhielten weder die 
Reineckeverbindung des Acetylcholin noch die des Cholin. Den zweiten 
Teil fallten wir mit Mercurichloridlésung. Der Niederschlag wurde wie iiblich 
sorgfaltig aufgearbeitet, die vom Quecksilber und vom Schwefelwasserstoff 
befreite Lésung engten wir auf 3 ccm ein. Wir setzten Goldchloridlésung zu, 
erhielten aber keine Abscheidung, auch nicht nach 24stiindigem Aufenthalt 
im Kihlschrank. 
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Sowohl die verschiedenen biologischen Versuche als auch die 2fache 
chemische Verarbeitung, einmal mit Reineckeséure und dann mit Mercuri- 
chlorid, brachte das iibereinstimmende, jedoch iiberraschende Ergebnis, daB 
die verarbeitete Niere weder Acetylcholin noch Cholin enthalten hatte. Den 
Grund dafiir kénnen wir nicht angeben. 

4. 680 g Niere und zwar rechte Niere vom Rind A und linke Niere vom 
Rind B wurden mit Alkohol verarbeitet. Der Organbrei wurde in zwei gleiche 
Teile geteilt; der erste Teil (A) wurde mit Reineckeséure verarbeitet, der 
zweite Teil (B) mit Wasser bzw. Essigsiure (vgl. Niere 3B). 

A. Die alkoholischen Filtrate engten wir auf 170 ccm ein. 0,5 ccm ver- 
wendeten wir fiir den Blutdruckversuch an der Katze. Er zeigte an, daB 50 mg 
Acetylcholin in 1 kg Niere enthalten sind. Die Hauptmenge der Lésung be- 
freiten wir durch Trichloressigsiure vom Eiweif und engten das Filtrat nach 
Entfernung der Trichloressigsiure auf 68 ccm ein. 0,1 cem davon (= 0,5 g 
Organ) diente der biologischen Auswertung im Blutdruckversuch an der Katze. 
Er zeigte an, daB 1 kg Niere 75 mg Acetylcholin enthalt. Das Ergebnis be- 
stétigt unsere hiufigen Beobachtungen, da man bei der biologischen Unter- 
suchung auf die Anwesenheit von Stoffen, die mit Trichloressigsdure fallen, 
achten muB. Die weitere chemische Verarbeitung mit Reineckeséure ergab 
72 mg Reineckeverbindung (Schmelzp. 171°). 70 mg davon lieferten 69 mg 
Acetylcholingoldsalz. Wir berechnen fiir 72 mg Reineckeverbindung 71 mg 
Acetylcholingoldsalz = 27 mg Acetylcholinchlorid. Cholin fanden wir nicht. 
Das Ergebnis stimmt sehr gut mit der biologischen Bestimmung iiberein. 

Wir fanden also in 1 kg Niere 75 mg durch die biologische 
und 79 mg <Acetylcholin durch die chemische Bestimmung mit 
Reineckesiiure. 

B. Den nach der zweiten Alkoholfaillung gewonnenen Riickstand nahmen 
wir mit Wasser auf und brachten die Lésung auf das Volumen von 68 ccm. 
0,1 cem davon verwendeten wir fiir den Blutdruckversuch an der Katze. Er 
zeigte, daB 1 kg Niere 80 mg Acetylcholin enthalt. Den Hauptteil der Lésung 
verarbeiteten wir mit Reineckesdure, wir erhielten 78 mg Reineckeverbindung 
(Schmelzp. 173°). 70mg davon gaben 68 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelz- 
punkt 168°). Wir berechnen fiir 78 mg Reineckeverbindung 76 mg Acety]l- 
cholingoldsalz = 28 mg Acetylcholinchlorid. Auch hier stimmt die biologische 
Bestimmung mit der chemischen gut iiberein. Denn hier fanden wir in 1 kg 
Niere 83 mg Acetylcholinchlorid und dort 80 mg. Cholin war nicht nach- 
zuweisen. Wir bemerken ferner, daB sowohl die biologische als auch die 
chemische Bestimmung bei 4 A und bei 4 B iibereinstimmen. 

5. 660 g Niere und zwar linke Niere von Rind A und rechte Niere von 
Rind B (vgl. den vorhergehenden Versuch 4) wurden unter Alkohol verarbeitet 
und in 2 Teile geteilt. 

A. Die erste Halfte wurde genau wie Niere 4 A verarbeitet. Die bio- 
logische Auswertung (Blutdruckversuch) vor dem Zusatz der Trichloressig- 
siure ergab einen Acetylcholingehalt von 40 mg in 1 kg Niere. Im Filtrat der 
Trichloressigsaurefallung fanden wir im biologischen Versuch an der Katze 
(Blutdruck) 70 mg Acetylcholin in 1 kg Niere. Wir erhielten 70 mg Reinecke- 
verbindung (Schmelzp. 173°). 65 mg davon gaben 63 mg Acetylcholingoldsalz 
(Schmelzp. 166°). Wir berechnen fiir 70 mg Reineckeverbindung 68 mg 
Acetylcholingoldsalz = 25 mg Acetylcholinchlorid. 
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Wir fanden also in 1 kg Niere 77 mg Acetylcholinchlorid 
(chemisch bestimmt) und 70 mg (biologisch bestimmt). Cholin 
war nicht zu finden. 

B. Die zweite Halfte wurde wie Niere 4 B aufgearbeitet. Die biologische 
Bestimmung (Blutdruck) zeigt, daB 1 kg Niere 80 mg Acetylcholin enthalt. 
Wir erhielten 74 mg Reineckeverbindung (Schmelzp. 173°). 70 mg davon 
lieferten 69 mg Goldsalz (Schmelzp. 167°). Wir berechnen fiir 74 mg Reinecke- 
verbindung 73 mg Acetylcholingoldsalz = 27 mg Acetylcholinchlorid. Auch 
in diesem Versuch stimmen biologische und chemische Ergebnisse gut tiberein. 


Wir fanden also in 1 kg Niere 82mg Acetylcholinchlorid 
(chemisch bestimmt) und 80 mg (biologisch bestimmt). Cholin 
konnten wir nicht nachweisen. 


Wir bemerken dazu, daB auch wie bei dem Versuch 4A und 4B die 
Ergebnisse des Versuches 5 A und 5B die gleichen sind. 

Placenta. 1. Wir trennten den miitterlichen und fetalen Anteil der 
Placenta: dieser wog 1850 g, jener 2150 g. Die Aufarbeitung des dazugehérigen 
Uterus ist dort unter 5 beschrieben. 

A. Mitterlicher Anteil. Wir erhielten 581 mg Reineckeverbindung 
(Schmelzp. 171°); sie krystallisierte gréBtenteils in Rhomben. 406 mg davon 
gaben 401 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°) und 8 mg Cholingoldsalz 
(Schmelzp. 253°). Wir berechnen fiir 581 mg Reineckeverbindung 574 mg 
Acetylcholingoldsalz = 215 mg Acetylcholinchlorid und 12 mg Cholingold- 
salz = 4 mg Cholinchlorid. 


Wir fanden also in 1 kg des miitterlichen Anteils der Placenta 
100 mg Acetylcholinchlorid und 2 mg Cholinchlorid. 


B. Fetaler Anteil. Wir erhielten 373 mg Reineckeverbindung, die in 
Rhomben krystallisierte und bei 173° schmolz. 357 mg davon gaben 360 mg 
Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°). Wir berechnen fiir 373 mg Reinecke- 
verbindung 376 mg Acetylcholingoldsalz = 141 mg Acetylcholinchlorid. 


Wir fanden also in 1 kg des fetalen Anteils der Placenta 
76 mg Acetylcholinchlorid und kein Cholin. 


2. Wir trennten den miitterlichen und fetalen Anteil einer Placenta: 
dieser wog 2875 g, jener 4250 g. Die Aufarbeitung des dazugehérigen Uterus 
ist dort unter 6) beschrieben. 

A. Mitterlicher Anteil. Wir erhielten 837 mg Reineckeverbindung 
(Schmelzp. 171°), gréBtenteils in Rhomben krystallisierend. 530 mg davon 
vaben 508 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°) und 38 mg Cholingold- 
salz (Schmelzp. 252°). Fiir 837 mg Reineckeverbindung berechnen wir 802 mg 
Acetylcholingoldsalz = 300 mg Acetylcholinchlorid und 61 mg Cholingold- 
salz = 19 mg Cholinchlorid. 


Wir fanden also in 1 kg des miitterlichen Anteils der Placenta 
71 mg Acetylcholinchlorid und 5 mg Cholinchlond. 


B. Fetaler Anteil. Wir erhielten 395 mg Reineckeverbindung (Schmelz- 
punkt 171°). 375 mg davon gaben 374 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelz- 
punkt 168°) und 11 mg Cholingoldsalz (Schmelzp. 252°). Fir 395 mg Reinecke- 


5* 
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verbindung berechnen wir 394 mg Acetylcholingoldsalz = 147 mg Acetyl- 
cholinchlorid und 12 mg Cholingoldsalz = 4 mg Cholinchlorid. 
Wir fanden also in 1 kg des fetalen Anteils der Placenta 


51 mg Acetylcholinchlorid und 1 mg Cholinchlorid. 


Uterus. 1. Aus 380 g Uterus erhielten wir 301 mg Reineckeverbindung, 
die beim Erhitzen bis zu 250° nicht schmolz; Krystalle nur 6seitige Tafeln. 
195 mg davon gaben 201 mg Goldsalz vom Schmelzp. 252°. Aus 201 mg 
der Reineckeverbindung berechnen wir 207 mg Cholinchloridgoldsalz = 65 mg 


Cholinchlorid. 
Wir fanden also in 1 kg Uterus 171 mg Cholinchlorid und kein 


Acetylcholinchlorid. 

2. Aus 420 g Uterus erhielten wir 246 mg Reineckeverbindung, die in 
6seitigen Tafeln krystallisierte und bei 250° noch nicht geschmolzen war. 
232 mg davon lieferten 223 mg Cholingoldsalz (Schmelzp. 273°). Aus 246 mg 
der Reineckeverbindung berechnen wir 236 mg _ Cholingoldsalz = 74 mg 


Cholinchlorid. 
Wir fanden also in 1 kg Uterus 177 mg Cholinchlorid und kein 


Acetyleholinchlorid. 

3. Aus 320 ¢ Uterus erhielten wir 173 mg Reineckeverbindung, die in 
6seitigen Tafeln krystallisierte und bei 250° noch nicht geschmolzen war. 
157 mg davon gaben 147 mg Cholingoldsalz (Schmelzp. 252°). Aus 173 mg 
Reineckeverbindung berechnen wir 162 mg Cholingoldsalz = 51 mg Cholin- 


chlorid. 
Wir fanden also in 1 kg Uterus 163 mg Cholinchlorid und kein 


Acetylcholinchlorid. 

Die Goldsalze der drei untersuchten Uteri zerlegten wir und untersuchten 
die goldfreien Filtrate im Blutdruckversuch an der Katze. Acetylcholin konnten 
wir nicht nachweisen. 

4. 2 Uteri, 380 g und 330 g schwer, wurden mit 96°/,igem Alkohol iiber- 
gossen und 20 Minuten spater durch die Fleischmaschine getrieben. Gewebs- 
brei und Alkohol teilten wir in zwei gleiche Teile, so daB jeder Teil 355 g Organ 
entspricht. 

A. Die eine Halfte verarbeiteten wir wie sonst, wir erhielten 178 mg 
Reineckeverbindung, sie krystallisierte in 6seitigen Tafeln, der Schmelzpunkt 
lag héher als 250°. 153 mg davon lieferten 142 mg Cholingoldsalz; Schmelz- 
punkt 253°. Aus 178 mg Reineckeverbindung berechnen wir 166 mg Cholin- 
goldsalz = 52 mg Cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Uterus 147 mg Cholinchlorid; kein 


Acetyleholin. 

B. Die zweite Halfte des alkoholischen Organbreies befreiten wir zunachst 
durch Vakuumdestillation vom Alkohol. Den Destillationsriickstand und den 
Gewebsbrei riihrten wir in 700 ccm kochendes Wasser ein und kochten 
2 Minuten lang auf. Durch Zusatz von verdiinnter Essigsiure machten wir 
die Reaktion lackmussauer. Nach dem Ansauern kochten wir noch 3 Minuten 
lang auf, lieBen abkiihlen und preBten den Brei aus. Den Riickstand kochten 
wir noch 2mal mit je 350 com Wasser aus. Die vereinigten Filtrate engten wir 
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im Vakuum bis zur Sirupdicke ein, den Sirup schiittelten wir im Kolben mit 
300 ccm heibem 96°/,igem Alkohol durch und filtrierten. Den Riickstand 
kochten wir noch 2mal mit 100 ccm Alkohol aus. Die vereinigten Filtrate 
blieben tiber Nacht im Kihlschrank stehen und wurden dann nochmals filtriert. 
Das klare Filtrat engten wir im Vakuum zum Sirup ein; den Sirup behandelten 
wir nochmals, wie schon beschrieben, mit Alkohol. Die alkoholischen Filtrate 
engten wir ein und nahmen den Riickstand mit 50 cem Wasser auf. Diese 
waBrige Lésung fallten wir mit einer waBrigen Reineckesiurelésung. Den 
Niederschlag verarbeiteten wir wie sonst. Wir erhielten 218 mg Reinecke- 
verbindung, sie krystallisierte in 6seitigen Tafeln, bei 250° war sie noch nicht 
zeschmolzen. 158 mg davon gaben 156 mg Cholingoldsalz; Schmelzp. 253°. 
Aus 218 mg der Reineckeverbindung berechneten wir 215 mg Cholingoldsalz = 
68 mg Cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Uterus 191 mg Cholinehlorid; kein 


Acetylcholinchlorid. 

Die biologische Untersuchung der beiden in die Chloride iibergefiihrten 
Goldsalze gab keinen Anhaltspunkt fiir die Anwesenheit des Acetylcholin. 

5. Der 3250 g schwere Uterus einer trachtigen Kuh wurde wie sonst auf- 
vearbeitet. Wir erhielten 1,884 g Reineckeverbindung, die bei 250° noch nicht 
schmolz; sie krystallisierte in 6seitigen Tafeln. 1,802 g davon lieferten 1,813 g 
Cholingoldsalz; Schmelzp. 254°. Wir berechnen fiir 1,884 g Reineckeverbindung 
1,895 g Cholingoldsalz = 0,597 g Cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Uterus, der von einer trichtigen Kuh 
stammte, 184 mg Cholinchlorid; kein Acetylcholinchlorid. 

6. Der 9900 g schwere Uterus einer trachtigen Kuh wurde wie sonst 
aufgearbeitet. Wir erhielten 2,693 g Reineckeverbindung, die in 6seitigen 
Tafeln krystallisierte; kein Schmelzpunkt bis 250°. 1,213 g davon lieferten 
1,221 g Cholingoldsalz; Schmelzp. 254°. Aus 2,693 g Reineckeverbindung be- 
rechnen wir 2,713 g Cholingoldsalz = 0,854 g Cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Uterus, der von einer trichtigen Kuh 
stammte, 109 mg Cholinchlorid; kein Acetylcholinchlorid. 


Milz. 1. Wir verarbeiteten 2200 g unverletzte Milz, erhielten daraus 
500 g einer Reineckeverbindung vom Schmelzp. 170°. Aus 495 mg davon 
erhielten wir 224 mg Acetylcholingoldsalz und 211 mg Cholingoldsalz. Den 
500 mg der Reineckeverbindung entsprechen also 226 mg Acetylcholingold- 
salz und 213 mg Cholingoldsalz, woraus sich 85 mg Acetylcholinchlorid und 
67 mg Cholinchlorid berechnen. 

In 1 kg Milz sind also enthalten 38 mg Acetylcholinchlorid 


und 30 mg Cholinchlorid. 

2. Von 3 Rindermilzen im Gesamtgewicht von 1800 g zogen wir die 
Kapsel ab und verarbeiteten die entkapselten Milzen wie sonst. Wir gewannen 
520 mg Reineckeverbindung; sie hatte keinen deutlichen Schmelzpunkt, unter 
dem Mikroskop sahen wir vorwiegend 6seitige Tafeln, nur vereinzelt Rhomben. 
Aus 500 mg der Reineckeverbindung erhielten wir 63 mg Acetylcholingoldsalz 
und 452 mg Cholingoldsalz. Aus 520 mg Reineckeverbindung berechnen sich 
66 mg Acetylcholingoldsalz und 470 mg Cholingoldsalz; das entspricht 25 mg 
Acetylcholinchlorid bzw. 148 mg Cholinchlorid. 
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In 1 kg Milz sind also enthalten 14 mg Acetylcholinchlorid 
und 82 mg Cholinchlorid. 

Uber die Verarbeitung einer menschlichen Milz vgl. 8. 72. 

Duodenum. Aus 2420 g Duodenum erhielten wir 304 mg Reinecke- 
verbindung vom Schmelzp. 172°; mikroskopisch nur Rhomben. 210 mg 
Reineckeverbindung brachten 203 mg Acetylcholinaurat; kein Cholinaurat 
vorhanden. Aus 304 mg Reineckeverbindung berechnen sich 294 mg Acetyl- 
cholinaurat = 110 mg Acetylcholinchlorid. 


In 1 kg Duodenum sind demnach enthalten 45 mg Acetyl- 
cholinchlorid. 


Leber. Aus 3450 g Leber gewannen wir 1,330 g Reineckeverbindung, 
gréBtenteils Rhomben, vereinzelt 6seitige Tafeln. 500 mg davon gaben nach 
der Uberfiihrung in das Goldsalz 291 mg Acetylcholingoldsalz vom Schmelz- 
punkt 167° und 209 mg Cholingoldsalz vom Schmelzp. 254°. Aus 1,33 g 
Reineckeverbindung berechnen sich 0,773 g Acetylcholingoldsalz = 0,289 g 
Acetylcholinchlorid und 0,557 g Cholingoldsalz = 0,175 g Cholinchlorid. 


Wir fanden also in 1 kg Leber 84 mg Acetylcholinchlorid und 
51 mg Cholinchlorid. 


Pankreas. Aus 875 g Pankreas erhielten wir 351 mg Reineckeverbin- 
dung, die in einheitlichen Rhomben krystallisierte. 330 mg davon gaben 
335 mg Acetylcholingoldsalz vom Schmelzp. 167°. Aus 351 mg Reinecke- 
verbindung berechnen wir 355 mg Acetylcholingoldsalz = 133 mg Acety)- 
cholinchlorid. Cholin war nicht nachzuweisen. 


Wir fanden also in 1 kg Pankreas 152 mg Acetylcholinchlorid ; 
kein Cholinchlorid. 


Lunge. Aus 5kg Lunge erhielten wir 1,682 g Reineckeverbindung, 
gréBtenteils Rhomben, vereinzelt 6seitige Tafeln. 500 mg davon wurden ins 
Goldsalz iibergefiihrt, wir erhielten 403 mg Acetylcholingoldsalz vom Schmelz- 
punkt 167° und 108 mg Cholinaurat vom Schmelzp. 255°. Fiir die gefundenen 
1,682 g der Reineckeverbindung berechnen wir 1,357 g Acetylcholingoldsalz = 
0,508 g Acetylcholinchlorid und 0,364 g Cholingoldsalz = 0,115 g Cholin- 
chlorid. 


Wir fanden also in 1 kg Lunge 101 mg Acetylcholinchlorid 
und 23 mg Cholinchlorid. 


Nebennierenrinde. 3000 g Nebennierenrinde, im Laufe mehrerer 
Wochen gesammelt und unter Alkohol aufbewahrt. Dieser Alkohol wurde 
zur weiteren Aufarbeitung der Nebennierenrinden verwendet. Wir erhielten 
1,962 g Reineckeverbindung, die vorwiegend in Rhomben krystallisierte. 
980 mg davon fiihrten wir in das Goldsalz iiber und erhielten 863 mg Acety]- 
cholingoldsalz vom Schmelzp. 168° und 114 mg Cholingoldsalz vom Schmelz- 
punkt 254°. Aus 1,962 g Reineckeverbindung berechnen wir 1,728 g Acetyl- 
cholingoldsalz — 0,647 g Acetylcholinchlorid und 0,228 g Cholingoldsalz = 
72 mg Cholinchlorid. 


Wir fanden also in 1 kg Nebennierenrinde 215 mg Acetyl- 
cholinchlorid und 24 mg Cholinchlorid. Diese Zahlen entsprechen 








Acetylcholin im Warmbliiter. 71 


nicht dem Acetylcholingehalt des frischen Organs, die Werte 
liegen zu hoch. Die Nebennierenrinden wurden nimlich gewogen, 
nachdem sie schon mehrere Wochen unter Alkohol gelegen hatten ; 
sie haben dadurch Wasser verloren, so daB unser angegebenes 
Gewicht nicht dem Gewicht der frischen Organe entspricht. 


Epithelkérperchen. 1300g Epithelkérperchen wurden im Laufe 
eines halben Jahres gesammelt und unter Alkohol aufbewahrt. Dieser Alkohol 
wird fiir die weitere Aufarbeitung der Epithelkérperchen mit verwendet. 
Wir erhielten 823 mg Reineckeverbindung, die in Rhomben und 6seitigen 
Tafeln krystallisierte. Aus 801 mg davon erhielten wir 505 mg Acetylcholin- 
goldsalz (Schmelzp. 168°) und 176 mg Cholingoldsalz (Schmelzp. 255°). Aus 
823 mg der Reineckeverbindung berechnen wir 519 mg Acetylcholingoldsalz — 
194 mg Acetylcholinchlorid und 181 mg Cholingoldsalz = 57 mg Cholinchlorid. 


Wir fanden also in 1 kg Epithelkérperchen, die lingere Zeit 
unter Alkohol lagen, 149 mg Acetylcholinchlorid und 44 mg Cholin- 
chlorid. 


Thymus. 1. 1000 g Kalbsthymus wurden wie sonst mit Alkohol ver- 
arbeitet. Die alkoholischen Filtrate wurden auf etwa 150 ccm im Vakuum 
eingeengt. Die eingeengte Lésung und das zum Ausspiilen des Kolbens not- 
wendige Wasser hatten zusammen ein Volumen von 200 ccm. Von dieser 
triiben Lésung nahmen wir 0,1 ccm ab, brachten sie mit Wasser auf ein 
Volumen von 0,5 ccm, so daB also diese Menge 0,5 g Frischorgan entsprach. 
Die Lésung wurde am Froscbherzen biologisch ausgewertet. Die Auswertung 
ergab, daB 1 kg frische Thymusdriise 45 mg Acetylcholinchlorid enthalt. Die 
Lésung war nicht eiweiBfrei. Friihere Erfahrungen sagten uns, daB eiweiBfreie 
Organausziige bei der biologischen Auswertung héhere Werte an Acetylcholin- 
chlorid geben als eiweiBhaltige Organausziige. Deshalb nahmen wir eine 
zweite Probe und zwar 0,2 ccm, die wir mit 0,4 ccm einer waBrigen 10°/,igen 
Sulfosalicylsiurelésung und mit 0,4 cem Wasser mischten; nach Istiindigem 
Stehen filtrierten wir, neutralisierten mit Natriumbicarbonat und werteten die 
Lésung am Froschherzen aus. Wir fanden jetzt einen héheren Wert wie vorher, 
namlich 83 mg Acetylcholinchlorid je 1 kg frische Thymusdriise. 

Die Hauptmenge des Organauszuges mischten wir mit 200 ccm 20°/,iger 
Trichloressigsiurelésung, schiittelten nach 2stiindigem Stehen die Mischung 
mit Ather, trennten den waBrigen Anteil ab und destillierten ihn im Vakuum 
auf 100 cem ein. Von dieser Lésung entnahmen wir wieder 0,1 ccm, fiillten 
mit Wasser auf 1 ccm auf und untersuchten die biologische Wirksamkeit am 
Froschherzen. Wir fanden diesmal 66 mg Acetylcholinchlorid je 1 kg frische 
Thymusdriise. 

Aus dem noch iibriggebliebenen waBrigen Organauszug gewannen wir 
301 mg Reineckeverbindung vom Schmelzp. 173°, unter dem Mikroskop sahen 
wir nur Rhomben. Aus 250 mg der Reineckeverbindung stellten wir 248 mg 
Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°) her. Wir berechnen aus 301 mg Reinecke- 
verbindung 299 mg Acetylcholingoldsalz = 112 mg Acetylcholinchlorid. 


Wir fanden also in 1 kg Thymus 112 mg Acetylcholinchlorid. 
Das Ergebnis zeigt, daB man bei der chemischen Aufarbeitung 
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hdhere Acetylcholinwerte bekommen kann als bei der biologischen 
Bestimmung. Diese Beobachtungen haben wir schon friiher bei 
der Aufarbeitung des Rinderblutes machen kénnen. 

2. Aus 750 g Thymus gewannen wir 223 mg Reineckeverbindung vom 
Schmelzp. 173°; mikroskopisch einheitlich Rhomben. 200 mg davon fiihrten 
wir in das Goldsalz tiber, wir erhielten 196 mg; Schmelzp. 168°. Aus 223 mg 
teineckeverbindung berechnen wir 219 mg _ Acetylcholingoldsalz = 82 mg 
Acetylcholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Thymus 109 mg Acetylcholinchlorid, 
ein Wert, der gut mit dem bei der vorigen Aufarbeitung gefundenen 
iubereinstimmt. 

Harnblase. Eine 200 ¢ schwere Harnblase wurde mit Alkohol und 
Trichloressigsiure verarbeitet. Der durch Ather von der Trichloressigsiure 
befreite Auszug wird biologisch im Blutdruckversuch an der Katze unter- 
sucht. Wir fanden dabei in 1 kg Harnblase 17 mg Acetylcholinchlorid. Auf 
die chemische Untersuchung haben wir verzichtet. 


Organe des Menschen. 

Milz. 3 Milzen im Gesamtgewicht von 375 g wurden 24 Stunden nach 
dem Tode unter Alkohol gebracht und wie sonst aufgearbeitet. Wir erhielten 
243 mg Reineckeverbindung, in 6seitigen Tafeln krystallisierend. 208 mg 
davon gaben 212 mg Cholingoldsalz vom Schmelzp. 254°. Wir berechnen aus 
243 mg Reineckeverbindung 247 mg Cholingoldsalz = 78 mg Cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Milz 207 mg Cholinchlorid. Im Gegen- 
satz zur Rindermilz war kein Acetylcholinchlorid nachzuweisen ; 
wir fiihren das darauf zuriick, daBb die Milz nicht sofort, sondern 
erst 24 Stunden nach dem Tode verarbeitet wurde. 


Placenta. Alle Placenten, die wir verarbeiteten, kamen sofort nach 
der Geburt in 96°/,igen Alkohol. 4/,—1 Stunde spater wurden sie erst ge- 
wogen; unsere angegebenen Organgewichte sind daher alle etwas niedriger als 
den frischgeborenen Placenten entspricht. Auch unsere Berechnung des Acety1- 
cholin- bzw. Cholingehaltes je 1 kg Placenta beziehen sich auf die in Alkohol 
gebrachten Placenten. 

1. Aus 3 Placenten, Gesamtgewicht 1400 g, erhielten wir 666 mg Reinecke- 
verbindung, zumeist in Rhomben krystallisierend, unscharfer Schmelzp. 173 
bis 178°. 503 mg davon gaben 500 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°) 
und 21 mg Cholingoldsalz (Schmelzp. 252°). Wir berechnen fiir 666 mg 
Reineckeverbindung 662mg _ Acetylcholingoldsalz = 248 mg Acetylcholin- 
chlorid und 28 mg Cholingoldsalz = 9 mg Cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Placenta 177 mg Acetylcholinchlorid 
und 6 mg Cholinehlorid. 


2. 2 Placenten, Gesamtgewicht 660 g, unter Alkohol durch die Fleisch- 
maschine getrieben; der Brei wurde in zwei gleiche Teile geteilt. Der erste 
Teil wurde mit Alkohol und Trichloressigsiure verarbeitet (A); der zweit« 
Teil wurde statt mit Trichloressigsiure mit Metaphosphorsiure vom Eiweil} 
befreit (B). 
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A. Aus dem Filtrat der Trichloressigsaure erhielten wir 163 mg Reinecke- 
verbindung, meist in Rhomben krystallisierend (Schmelzp. 172°). 156 mg 
davon gaben 155 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 166°) und 8 mg Cholin- 
goldsalz (Schmelzp. 254°). Wir berechnen fiir 163 mg Reineckeverbindung 
162 mg Acetylcholingoldsalz = 61 mg Acetylcholinchlorid und 9 mg Cholin- 
goldsalz = 3 mg Cholinchlorid. 


Wir fanden also in 1 kg Placenta 183 mg Acetylcholinchlorid 
und 8 mg Cholinchlorid. 


B. 330 g Gewebsbrei wurden mit 660 ccm 5°/, iger waBriger Metaphosphor- 
saurelésung verriihrt, nach 1—2 Stunden filtriert und abgepreBt. Der PreB- 
kuchen wurde nochmals mit 330 ccm 5°/,iger waBriger Metaphosphorsiure 
verrtihrt und abgepreBt. Die vereinigten im Vakuum eingeengten Filtrate 
fallten wir dann mit Reineckesaéure. Wir erhielten 168 mg Reineckeverbindung, 
meist Rhomben; Schmelzp. 172°. 159 mg davon gaben 155 mg Acetylcholin- 
goldsalz (Schmelzp. 167°) und 10 mg Cholingoldsalz (Schmelzp. 255°). Wir 
berechnen fiir 168 mg Reineckeverbindung 163 mg Acetylcholingoldsalz 
= 61 mg Acetylcholinchlorid und 11 mg Cholingoldsalz = 3 mg Cholinchlorid. 


Wir fanden also in 1 kg Placenta 185 mg Acetylcholinchlorid 
und 11 mg Cholinchlorid. 


3. Der Gewebsbrei aus 3 Placenten vom Gesamtgewicht 990 g wurde in 
drei gleiche Teile geteilt. Den ersten Teil (A) untersuchten wir vor und nach 
dem Zusatz der Trichloressigsiure biologisch am Blutdruckversuch an der 
Katze; weitere Verarbeitung mit Reineckesiure wie sonst. Den zweiten 
Teil (B) verarbeiteten wir mit Metaphosphorsaure, untersuchten einen Teil 
der Lésung biologisch im Blutdruckversuch und fallten die Hauptmenge mit 
Reineckesaure. Den dritten Teil (C) verarbeiteten wir mit Wasser und KEssig- 
siiure usw. (vgl. Uterus 4B). Nach der zweiten Alkoholextraktion bestimmten 
wir Acetylcholin biologisch im Blutdruckversuch. Die Hauptmenge, mit 
Wasser aufgenommen, teilten wir nochmals in 2 Halften, die eine fallten wir 
mit Reineckesiure (a), die andere mit Sublimat (b). 

A. Die biologische Auswertung vor der Fallung mit Trichloressigsiure 
ergab 70 mg Acetylcholinchlorid je 1 kg Placenta. Die biologische Auswertung 
des Filtrats nach der Fallung mit Trichloressigsiure ergab einen Gehalt von 
160 mg Acetylcholinchlorid in 1 kg Placenta. Wir erhielten 160 mg Reinecke- 
verbindung, nur in Rhomben krystallisierend; Schmelzp. 172°. Die mit Silber- 
sulfat und Bariumchlorid zerlegte Reineckeverbindung untersuchten wir vor 
dem Zusatz des Goldchlorids wieder im Blutdruckversuch an der Katze; wir 
fanden einen Gehalt von 180 mg Acetylcholinchlorid in 1 kg Placenta. Wir 
erhielten dann 161 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 167°) = 60 mg Acetyl- 
cholinchlorid. In 1 kg Placenta sind demnach enthalten 185 mg Acetylcholin- 
chlorid. Wir verweisen auf die iibereinstimmenden Ergebnisse der biologischen 
und chemischen Bestimmung. 

B. Wir verriihrten den Gewebsbrei mit 660 ccm 5°/,iger waBriger Meta- 
phosphorsaure. Ein Teil des neutralisierten Filtrates wurde am Blutdruck- 
versuch biologisch gewertet; wir fanden 115 mg Acetylcholinchlorid in 1 kg 
Placenta. Wir erhielten dann 163 mg Reineckeverbindung, die mit Silber- 
sulfat und Bariumchlorid zerlegt dann zur biologischen Auswertung kam; 
wir fanden 180 mg Acetylcholinchlorid in 1 kg Placenta. Wir erhielten dann 
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162 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°) = 61 mg Acetylcholinchlorid. 
Demnach ist in 1 kg Placenta 185 mg Acetylcholinchlorid enthalten, eine gute 
Ubereinstimmung mit dem Ergebnis A. 

C. Nach der Verarbeitung dieses dritten Teiles mit Essigsiure und 
Alkohol bestimmten wir den Acetylcholingehalt nach der zweiten Alkohol- 
extraktion; wir fanden 200 mg Acetylcholinchlorid in 1 kg Placenta. Die 
Hauptmenge wurde in 2 Teile geteilt, wovon der erste mit Reineckesaure (a) 
und der zweite Teil mit Sublimat (b) gefallt wurde. 

a) Wir erhielten 85 mg Reineckeverbindung, die nach ibrer Zerlegung 
im Blutdruckversuch biologisch ausgewertet wurde. Wir fanden 190 mg 
Acetylcholinchlorid in 1 kg Placenta. Aus der iibrigen Lésung erhielten wir 
86mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°) = 32 mg Acetylcholinchlorid. 
Demnach ist in 1 kg Placenta 195 mg Acetylcholinchlorid enthalten. 

b) Das Filtrat des zerlegten Quecksilberchloridniederschlags untersuchten 
wir am Blutdruckversuch an der Katze. Die Untersuchung gab keinen Anhalts- 
punkt fiir die Anwesenheit des Acetylcholin. Wir erhielten aus dem iibrigen 
Teil der Lésung 77 mg Cholingoldsalz (Schmelzp. 253°) = 24 mg Cholinchlorid. 

Der Vergleich zwischen der Aufarbeitung a und b zeigt, daB man mit der 
Reineckeséure Acetylcholin fassen kann, wihrend bei der Verwendung des 
Quecksilberchlorids durch die Zerlegung des Quecksilberchloridniederschlags 
das urspriinglich vorhandene Acetylcholin verseift wird, so daB man nur 
noch Cholin findet. 

Nach dem Ergebnis des Versuches 3 C, b) sind in 1 kg Placenta 147 mg 
Cholinchlorid enthalten. 

4. 3 Placenten im Gesamtgewicht von 960g. Die Versuchsanordnung 
entspricht genau dem vorhergehenden Versuch 3. 

A. Der biologische Versuch mit dem Filtrat vor der Trichloressigsaure- 
fallung gibt an, daB 50 mg Acetylcholinchlorid in 1 kg Placenta enthalten 
sind. Nach dem Zusatz der Trichloressigsiure fanden wir mit der biologischen 
Bestimmung einen Gehalt von 200 mg Acetylcholinchlorid in 1 kg Placenta. 
Wir erhielten dann 171 mg Reineckeverbindung, nur in Rhomben krystalli- 
sierend; Schmelzp. 172°. Nach der Zerlegung wieder biologisch untersucht, 
ergibt die Bestimmung einen Gehalt von 200 mg Acetylcholin in 1 kg Placenta. 
Durch Zusatz von Goldchlorid erhielten wir 167 mg Acetylcholingoldsalz 
(Schmelzp. 167°) = 63 mg Acetylcholinchlorid. Demnach sind in 1 kg Pla- 
centa 196 mg Acetylcholinchlorid enthalten. Auch in diesem Versuch stimmen 
die Ergebnisse der biologischen und der chemischen Untersuchung gut iiberein. 

B. Verarbeitet mit 5°/,iger Metaphosphorsiure. Der Blutdruckversuch 
zeigt an, daB 100 mg Acetylcholinchlorid in 1 kg Placenta enthalten sind. 
Wir erhielten 168 mg Reineckeverbindung, die zerlegt wieder biologisch gepriift 
wurde. Wir fanden jetzt 200 mg Acetylcholin in 1 kg Placenta. Wir erhielten 
dann noch 166 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°) = 63 mg Acetyl- 
cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Placenta 197 mg Acetylcholinchlorid 
in guter Ubereinstimmung mit der Aufarbeitung A. 


C. Der dritte Teil, mit Wasser und Essigsiure ausgekocht, wurde dann 
nach der zweiten Alkoholextraktion biologisch untersucht. Wir fanden 225 mg 
Acetylcholinchlorid in 1 kg Placenta. Die noch iibrige Lésung wird geteilt, 
Teil a wird mit Reineckesaure, Teil b mit Sublimat gefallt. 


RS @QN te 











Acetylcholin im Warmbliiter. 75 


a) Wir erhielten 90 mg Reineckeverbindung, Rhomben, Schmelzp. 172°. 
Nach der Zerlegung des Niederschlags biologische Bestimmung; wir fanden 
220 mg Acetylcholinchlorid in 1 kg Placenta. Wir erhielten dann 90 mg 
Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 167°) = 34 mg Acetylcholinchlorid. 


Wir fanden also biologisch bestimmt 220 mg Acetylcholin- 
chlorid, chemisch bestimmt 211 mg in 1 kg Placenta. 


b) Der Sublimatniederschlag wurde 3mal mit heiBem Wasser ausgezogen. 
Die Lésung mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das vom Schwefelwasserstoff 
befreite Filtrat zeigt im biologischen Versuch keine dem Acetylcholin ent- 
sprechende Wirkung. Nach Zusatz von Goldchlorid erhielten wir 79 mg Cholin- 
goldsalz (Schmelzp. 253°) = 25 mg Cholinchlorid. Demnach waren in 1 kg 
Placenta 156 mg Cholinchlorid enthalten. 

Um festzustellen, ob bei der Extraktion mit Alkohol oder mit Meta- 
phosphorsaéure das gesamte Acetylcholin bzw. Cholin erfaBt wird, haben wir 
die PreBriickstande mit Wasser und wenig Essigsiure ausgekocht, um dann 
die eingeengten Filtrate nochmals mit Reineckeséure zu fallen. Wir fanden 
in den entsprechenden Riickstaénden der Versuche 2 A und B, 4 A und B ins- 
gesamt 41 mg Reineckeverbindung, aus der wir 41 mg Cholingoldsalz (Schmelz- 
punkt 253°) gewannen. Acetylcholin lieB sich nicht mehr finden. 

5. Eine iibertragene Placenta, in Alkohol gebracht, 680 g schwer, gab 
nach der iiblichen Verarbeitung 841 mg Reineckeverbindung; es war ein 
krystallines Gemisch von Rhomben und 6seitigen Tafeln. 402 mg davon 
fiihrten wir ins Goldsalz iiber. Dabei beobachteten wir, daB ein Teil des zu- 
gesetzten Goldchlorids sofort zu metallischem Gold reduziert wurde. Wir er- 
hielten daher nur 146 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 166°) und 87 mg 
Cholingoldsalz (Schmelzp. 255°). Wir berechnen fiir 841 mg Reineckeverbin- 
dung 305 mg Acetylcholingoldsalz = 114 mg Acetylcholinchlorid und 82 mg 
Cholingoldsalz = 57 mg Cholinchlorid. 


Wir fanden also in 1 kg Placenta 168 mg Acetylcholinchlorid 
und 84 mg Cholinchlorid. 


Ganze Tiere. 


Meerschweinchen. Drei mit Ather getéteten Meerschweinchen wurde 
das Fell abgezogen. Der Darm wurde herausgenommen und gewaschen. 
K6érper und Darm, die zusammen 1300 g wogen, wurden in Alkohol gebracht 
und wie iiblich weiter verarbeitet. Wir erhielten 388 mg Reineckeverbindung, 
sie krystallisierte zum Teil in Rhomben, zum Teil in 6seitigen Tafeln. 290 mg 
davon gaben 128 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°) und 160 mg Cholin- 
goldsalz (Schmelzp. 253°). Aus 388 mg Reineckeverbindung berechnen wir 
171 mg Acetylcholingoldsalz = 64 mg Acetylcholinchlorid und 219 mg Cholin- 
goldsalz = 67 mg Cholinchlorid. 


Wir fanden also in 1 kg Meerschweinchen 49 mg Acetylcholin- 
chlorid und 52 mg Cholinchlorid. 


Hund. Einem durch Ather getéteten Hund wurde das Fell abgezogen. 
Der Darm wurde herausgenommen und gewaschen. Kérper und Darm, die 
zusammen 7,7 kg wogen, kamen sofort unter Alkohol und wurden dann durch 
die Fleischmaschine getrieben. Weitere Verarbeitung wie sonst. Wir erhielten 
2,799 g Reineckeverbindung, die teils in Rhomben, teils in 6seitigen Tafeln 
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krystallisierte. 523 mg davon gaben 230 mg Acetylcholingoldsalz (Schmelz- 
punkt 168°) und 289 mg Cholingoldsalz (Schmelzp. 253°). Aus 2,799 g Reinecke- 
verbindung berechnen wir 1,231 g Acetylcholingoldsalz = 461 mg Acetyl- 
cholinchlorid und 1,584 g Cholingoldsalz = 487 mg Cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Hund 60 mg Acetyleholinchlorid und 
63 mg Cholinehlorid. 


Katze. Einer durch Ather getoteten Katze wurde das Fell abgezogen. 
Der Darm wurde herausgenommen und ausgewaschen. Kérper und Darm, 
die zusammen 2700 g wogen, kamen sofort unter Alkohol und wurden durch 
die Fleischmaschine getrieben. Weitere Verarbeitung wie sonst. Wir erhielten 
792 mg Reineckeverbindung, die bei 250° noch nicht schmolz; sie krystalli- 
sierte teils in Rhomben, teils in 6seitigen Tafeln. 323 mg davon gaben 137 mg 
Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 168°) und 180 mg Cholingoldsalz (Schmelz- 
punkt 253°). Aus 792 mg Reineckeverbindung berechnen wir 337 mg Acety]- 
cholingoldsalz = 126 mg Acetylcholinchlorid und 441 mg Cholingoldsalz = 
139 mg Cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Katze 47 mg Acetylcholinchlorid und 
51 meg Cholinchlorid. 

Kaninchen. Einem durch Ather getéteten Kaninchen wurde das Fell 
abgezogen. Der Darm wurde herausgenommen und gewaschen. Ké6érper und 
Darm, die zusammen 2000 g wogen, kamen sofort unter Alkohol und wurden 
dann durch die Fleischmaschine getrieben. Weitere Verarbeitung wie sonst. 
Wir erhielten 653 mg Reineckeverbindung, die bei 250° noch nicht schmolz; 
sie krystallisierte zum Teil in Rhomben, zum Teil in 6seitigen Tafeln. 312 mg 
davon gaben 127mg Acetylcholingoldsalz (Schmelzp. 167°) und 181 mg 
Cholingoldsalz (Schmelzp. 253°). Aus 653 mg Reineckeverbindung berechnen 
wir 266 mg Acetylcholingoldsalz = 100 mg Acetylcholinchlorid und 380 mg 
Cholingoldsalz = 120 mg Cholinchlorid. 

Wir fanden also in 1 kg Kaninchen 50 mg Acetylcholinchlorid 


und 60 mg Cholinchlorid. 


Darstellung der Reineckesaure. 


Zur Fillung der Organausziige mit Reineckesiure mu diese 
moéglichst frisch verwendet werden. Sie wird aus ihrem Ammo- 
niumsalz auf folgende Weise hergestellt: 

42 ¢ Ammoniumsalz werden bei 60° in Wasser gelést und 
mit 31 ccm 20°/,iger H,SO, versetzt; nach dem Abkihlen werden 
Losung und Niederschlag zusammen in einen Scheidetrichter 
cebracht und mit Ather ausgeschiittelt. Atherische und wiiBrige 
Schicht werden getrennt, die atherische Schicht wird durch 
ein trockenes Faltenfilter filtriert. WaBrige Lésung und fester 
Riickstand werden mit verdiinnter H,SO, versetzt und nochmals 
ausgeiithert. Dies wird solange wiederholt, bis die waBrige Schicht 
nur noch schwach rosa gefirbt ist. Die vereinigten atherischen 
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Filtrate werden im Vakuum vom Ather befreit. Die Temperatur 
darf dabei nicht zu hoch werden, da sonst Zersetzung eintritt. 
Der Riickstand riecht manchmal schwach nach Blausiiure. Er 

wird mit wenig Wasser aufgenommen und im Kiihlschrank auf- 
bewahrt. Zur Fallung verwenden wir eine bei Zimmertemperatur 
gesittigte Lésung. 


Der Freiburger Wissenschaftlichen Gesellschaft sind wir fiir 
] die gewahrte Unterstiitzung zu gréBtem Danke verpflichtet. 
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Biochemie der Brandkrankheiten der Getreidearten. 


IV. Mitteilung.’) 
Wirkungsmechanismus der Quecksilhbersalze 
auf die Weizensteinbrandsporen [Tilletia Tritici (Bjerk.) Winter].”) 
Von 


J. Bodnar und Alexander Terényi. 





(Aus dem kgl. ung. pflanzenbiochemischen Institut Budapest.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Februar 1932.) 


Theoretischer Teil. 

Beim Schutz gegen Weizensteinbrand spielen jene Beizmittel 
eine wichtige Rolle, welche als Wirkungssubstanz irgendeine an- 
organische ader organische Quecksilberverbindung enthalten. Die 
quecksilberhaltigen Beizmittel*) téten — dem Kupfersulfat gegen- 
iiber — die Brandsporen sicher (das Kupfersulfat tétet die Sporen 
nicht, sondern verhindert nur ihre Auskeimung) und beeinflussen 
die Keimung des Saatgutes nicht schidlich. Man findet in der 
Literatur‘) zahlreiche Untersuchungen dariiber, in welcher Konzen- 
tration und nach wie lange dauernder Einwirkung das Mercuri- 
chlorid und die quecksilberhaltigen Beizmittel die Brandsporen 
titen; Pichler und Wéber?), sowie KrauBb®) fiihrten auch beziig- 





1) III. Mitteilung: A. Terényi, Diese Z. 192, 274 (1930). 

2) Uber die in dieser Mitteilung bekanntgegebenen Untersuchungen — 
welche Verfasser gréBtenteils im Jahre 1924/25 durchfiihrten — erschien 
in der Chem.-Ztg. 50, 109 (1926) eine kurze vorliufige Mitteilung. 
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durch chemische Mittel, Vortrag auf d. Hauptversam. d. Ver. deutsch. Che- 
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lich der Quecksilberabsorption der Brandsporen (aus HgCl,) Unter- 
suchungen durch. Alle diese Untersuchungen bieten aber durchaus 
keine Erklirung dariiber, auf welche Weise die verschiedenen 
Quecksilberverbindungen ihre Wirkung ausiiben, d.h. es ist der 
Wirkungsmechanismus des Quecksilbers auf die Steinbrandsporen 
unbekannt. Unsere friiheren Untersuchungen bieten ein ganz 
klares Bild beziiglich des auf die Steinbrandsporen ausgeiibten 
Wirkungsmechanismus des Kupfers; auf iihnliche Weise trachteten 
wir, tiber den Wirkungsmechanismus des Quecksilbers eine Orien- 
tierung zu gewinnen. 


Wir haben zu unseren Untersuchungen folgende Quecksilbersalze an 
gewendet: HgCl,, HgBr,, Hg(CN), und Hg(C,H,0,),. Unter diesen sind die 
ersten drei nur in kleinem MaBe dissoziierende Salze (verhiltnismiBig disso- 
ziiert das HgCl, am besten) wiihrend das Quecksilberacetat in wiBriger 
Lésung gut dissoziiert. Vorerst untersuchten wir, wieviel Quecksilber die 
Steinbrandsporen aus den iquivalenteu wiBrigen Lésungen (auf 0,01, 0,05, 
0,1 °/) HgCl, berechnet) dieser Quecksilbersalze absorbieren. Die Adsorption 
wurde gerade so wie die Kupferadsorption auf indirektem (das in der von 
den Sporen abfiltrierten Loésung zuriickgebliebene Quecksilber) und auf 
direktem (das in den Sporen adsorbierte Quecksilber) Wege bestimmt. Nach 
unseren in der Tab. I mitgeteilten Versuchsergebnissen stimmen die Resul- 
tate der indirekten und direkten Quecksilberbestimmungen gut iiberein, es 
ist also die Quecksilberadsorption der Steinbrandsporen — iihnlich der 
Kupferadsorption — nicht reversibel. 

Die Steinbrandsporen adsorbieren aus Hg(CN),-Lésung Quecksilber 
iiberhaupt nicht; die aus den anderen Lésungen adsorbierte Quecksilbermenge 
nimmt mit der Erhéhung der Quecksilberkonzentration der Lésungen in 
absolutem Werte zu und vermindert sich in relativem Werte. Die Queck- 
silberadsorption ist aus HgBr, die kleinste (2,04—2,58 °/,), nachher folgt 
das HgCl, (2,69—3,65 °/,) und sodann das Hg(C,H,0,), (3,50—10,15 °/,). Die 
Menge des adsorbierten Quecksilbers ist also ansehnlich und es iiberrascht 
besonders, daB die Steinbrandsporen aus 0,1 °/, iger Hg(C,H,0,),-Lésung 
10,15 °/, Quecksilber, d. h. 1/,, Teil ihres Gewichtes adsorbieren kinnen. 
Im Vergleich zum HgCl, ist die Quecksilberadsorption aus Hgbr, mit 21,5 
bis 29,7 °/, kleiner, aus Hg(C,H,0,), mit 32,7—191,9 °/, gréBer (die Menge 
des adsorbierten Quecksilbers ist aus HgCl, im Falle einer 24stiindigen 
Beizung durchschnittlich 30 °/, mehr als bei einer °/,stiindigen Beizung). 
Beim Hg(CN), wurde auch bei mit konzentrierteren Lisungen als 0,1 °/, 
(0,5—1,0 °/,) durchgefiihrten Versuchen keine Quecksilberadsorption wahr- 


genommen. 
Die Quecksilberadsorption der Steinbrandsporen — dhnlich der Kupfer- 
adsorption — geschieht laut der Gleichung «=k (¢ — «)" und die ent- 


sprechenden Werte auf ein Koordinatensystem aufgetragen, gewannen wir 
parabolische Kurven bzw. aus den logarithmischen Werten der Gleichung, 
Gerade. Nachdem die Quecksilberadsorptionskurven den Kupferadsorptions- 
kurven dhnlich sind, weisen wir betreffs der Einzelheiten auf unsere II. Mit- 
teilung hin. 
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Ks war beziiglich der Wirkung des Quecksilbers auf die 
Keimfihigkeit der Sporen auf alle Fille vorauszusehen, daB die 


mit Hg(CN), gebeizten Sporen — nachdem dieselben aus Hg(CN), 
kein Quecksilber adsorbierten — auskeimen werden. Die in der 


Tab. Il mitgeteilten Resultate der auf Ca(NO,),-Lésung durch- 
gefiihrten Sporenkeimungsversuche zeigen, da die mit Hg(CN), 
behandelten Sporen ebenso wie die Kontrollsporen (mit Wasser 
gebeizt) gut auskeimen; demgegeniiber keimen die adsorbiertes 
Quecksilber enthaltenden Sporen (auch mit Wasser ausgewaschen) 
nicht aus [die sehr schwache Auskeimung der mit 0,01 °/, iger 
Hg(C,H,0,),-Lésung gebeizten Sporen kann nicht in Rechnung 
kommen]. Diese Resultate aber beweisen noch nicht, daB das 
adsorbierte Quecksilber die Sporen tatsiichlich tétete, denn die 
mit Kupferverbindungen gebeizten Sporen keimen auf Ca(NQ,),- 
Lésung auch nicht aus, demgegeniiber keimen sie aber auf feuchtem 
Boden gut aus, nachdem die Bodenfeuchtigkeit das Kupfer aus 
den Sporen ausléste. 

Es ist nun fraglich, wie sich die quecksilberhaltigen Sporen 
auf feuchtem Boden benehmen. Nach den ebenfalls in der Tab. II 
mitgeteilten Keimungsergebnissen keimen die mit HgCl, und HgBr, 
gebeizten Sporen auf feuchtem Boden auch nicht aus [diese Sporen 
keimen auch nach Extrahieren mit verdiinnter Siiure (0,5 °/, ige 
Salzsiiure oder Salpetersiiure) sowie mit Ather weder auf Ca(NO,),- 
Lésung noch auf feuchtem Boden aus], demgegeniiber keimen die 
mit Hg(C,H,O,), behandelten Sporen gut aus. Auf alle Fille 
ist es sehr tiberraschend, daB die rund 10 °/, adsorbiertes Queck- 
silber enthaltenden Sporen auf dem Boden auskeimen. Auf Grund 
dieser Resultate kann festgestellt werden, daB das aus HgCl, und 
HgBr, adsorbierte Quecksilber gegeniiber dem aus. Hg(C,H,Q,), 
adsorbierten Quecksilber von viel gréBerer Menge die Steinbrand- 
sporen endgiiltig tétete, es hiingt also das Ma8 der Wirkung 
nicht allein von der adsorbierten Quecksilbermenge ab, 
sondern es ist von entscheidender Wichtigkeit, aus wel- 
cher Quecksilberverbindung die Adsorption geschah. 

Nach KrauB?) adsorbieren die Steinbrandsporen aus HgCl,- 
Liésung Quecksilber- und Chlorionen, welche sich auf der Ober- 
fliiche der Sporen placieren. Nach unseren Untersuchungen hiilt 
diese Erklirung nicht stand, die Sporen adsorbieren aus HgCl,- 
Lésung Quecksilberionen und HgCl,-Molekiile (Chlorion nicht), 





1) a. a. O. 
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welch letztere in die Sporen eindringen. Es ist das Quecksilber in 
der wiBrigen Lisung des HgCl, und HgBr, teils in Form von 
HgCl,- und HgBr,-Molekiilen vorhanden, welche lipoider Natur 
sind, es dringen also die durch die Sporen adsorbierten HgCl,- 
und HgBr,-Molekiile in die Sporen ein und vernichten infolge- 
dessen dieselben. Demgegeniiber sind in der wiibrigen Lésung 
des Hg(C,H,0,),, welches ein gut dissoziierendes Salz ist, gréBten- 
teils nur Quecksilberionen vorhanden, welche nicht lipoider Natur 
sind, demzufolge kénnen sie in das Innere der Sporen nicht ein- 
dringen, sondern binden sich in deren Wand (wodurch sie die Aus- 
keimung der Sporen verhindern), wovon die Bodenfeuchtigkeit das 
Quecksilber auslésen kann (gerade so wie aus den Kupfersalzen 
adsorbiertes Kup r), und nachdem dadurch die Verhinderung der 
Keimung aufhért, gewinnen die Sporen ihre Keimfihigkeit zuriick. 

Auf Grund des Gesagten kann die Wirkungsart der ein- 
fachen Quecksilberverbindungen auf die Steinbrandsporen durch 
die Overton?)-Meyersche’) Lipoidtheorie gut erklirt werden. 
Die Untersuchungen von Liwe’) und Zipf*) und anderen sprechen 
unzweifelhaft dafiir, daB die Lipoidtheorie nicht allgemein giiltig ist. 
Im vorliegenden Falle kann es aber als bewiesen betrachtet werden, 
daB bei der Wirkung der einfachen Quecksilberverbindungen auf 
die Steinbrandsporen die Lipoideigenschaft eine bedeutende 
Rolle spielt. j 

Bei der Kupferadsorption (aus CuSO,, CuCl, usw.) haben 
wir gefunden, daB die Sporen Anion iiberhaupt nicht adsorbieren, 
dasselbe ist bei der aus Hg(C,H,O,), erfolgenden Quecksilber- 
adsorption auch fiir das Acetation giiltig. Aus all diesen kann 
die Folgerung gezogen werden, daB der Wirkungsmechanis- 
mus der Quecksilberionen mit dem der Kupferionen 
vollkommen ibereinstimmt. 

Nachdem die Steinbrandsporen Anion (Cl-, Br-Ionen) nicht 
adsorbieren, kann der Beweis dafiir, daB die Steinbrandsporen 
aus HgCl,- und HgBr,-Lésungen neben Quecksilberionen auch 
HgCl,- und HgBr,-Molekiile adsorbieren, durch Nachweis der 
Chlor- bzw. Bromadsorption geschehen. Laut unseren Unter- 
suchungen (Tab. III) adsorbiert 1 g Brandsporen aus 0,1°/, igen 





1) Vierteljahres-Ztschr. d. naturforsch. Ges. Ziirich 40, 159 (1895); 
44, 88 (1895); Pfliigers Arch. 92, 115 (1902). 

*) Arch. f. exper. Path. 42, 109 (1899); 46, 338 (1901). 

5) Biochem. Z. 42, 150 (1912). 

*) Arch. f. exper. Path. 124, 259 (1927). 
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HgCl,- und HgBr,-Lésungen 6,69 mg Cl bzw. 11,4 mg Br, aus 
diesen Daten kann ausgerechnet werden, daB bei Adsorption 
25,61 mg HgCl, bzw. 25,72 mg HgBr, in die Sporen gelangte. Das 
dem entsprechende 1,89 bzw. 1,43 °/, adsorbierte Quecksilber macht 
ungefahr die Halfte des durch die Sporen ebenfalls aus 0,1°/,iger 
Lésung (Tab. I) adsorbierten Gesamtquecksilbers (3,65 und 
2,58°/,) aus, woraus darauf gefolgert werden kann, daB die eine 
Halfte des durch die Steinbrandsporen adsorbierten Gesamt- 
quecksilbers das Quecksilber der HgCl, bzw. HgBr,-Molekiile, 
die andere Hilfte die Quecksilberionen ausmachen. 

Von den aus den verdiinnteren HgCl,- und HgBr,-Lésungen 
(0,05, 0,01°/,) adsorbierten Chlor- und Brommengen (Tab. IIT) 
kann berechnet werden, dab der gréferen Dissoziation ent- 
sprechend, nicht die Hilfte des adsorbierten Gesamtquecksilbers 
(Tab. I), wie bei den 0,1°/,igen Liésungen, sondern weniger als 
Molekularquecksilber (HgCl,, HgBr,) adsorbiert wird. 

Wir sahen, daB die mit 0,01°/,igen HgCl, bzw. HgBr,-Lésung 
gebeizten Sporen vernichtet wurden, indem sie nach Extrahieren 
mit Siiture und auf feuchtem Boden nicht auskeimten. Ks ist 
nun fraglich, wie sich die mit verdiinnteren (0,005, 0,001 °/,)- Lé- 
sungen behandelten Sporen benehmen. Unsere in der Tab. I] 
mitgeteilten Keimungsversuche zeigen, dai die mit 0,005 und 
0,001 °/, iger HgCl,- und mit 0,001 °/, iger HgBr, - Lisung ge- 
beizten Sporen auf Ca(NO,),-Liésung gut auskeimen, die mit 
0,005 °/, iger HgBr,-Lésung gebeizten Sporen aber nicht [die 
letzteren keimten auch nach Extrahieren mit Siure weder aut 
Ca(NO,),-Liésung noch auf Boden aus], es zeigte sich also in 
sehr verdiinnter Lésung (0,005°/,) das HgBr, wirksamer als das 
HgCl,. Die stiirkere Wirkung des HgBr, findet in der mit 
HgCl, verglichenen schwiicheren Dissoziationsfihigkeit seine Er- 
klirung. Demnach kann das HgCl, in 0,005 °/,iger Lésung 
beinahe ganz dissoziiert sein, es ist demnach die Konzentration 
der HgCl,-Molekiile so gering, daB die Sporen aus ihnen nicht 
so viel adsorbieren kénnen, wieviel sie zu vernichten imstande 
ist; demgegeniiber sind die HgBr,-Molekiile in der ihnlich kon- 
zentrierten HgBr,-Lésung infolge der schwicheren Dissoziation 
des HgBr, noch in einer solchen Konzentration vorhanden, dab 
die adsorbierte HgBr,-Menge zur Vernichtung der Sporen geniigt. 
DaB diese Erklirung zu Recht besteht, ergibt sich daraus, dab 
wir bestimmen, wieviel Chlor bzw. Brom die Sporen aus 0,005 °/, iger 
HgCl,- bzw. HgBr,-Lésung adsorbieren. Diesbeziiglich fanden 
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wir, daB 1 g Brandsporen aus 0,005°/,iger HgCl,-Lisung 0,5 mg 
Chlor (= 1,91 mg HgCl,), aus HgBr,-Lisung 2,96 mg Brom 
(= 6,68 mg HgBr, = 0,37°/, Hg) adsorbiert. Es adsorbieren also 
die Sporen aus 0,005°/, igen Lisungen gegeniiber den konzen- 
trierteren (0,1—0,01°/,) Lésungen viel mehr HgBr, als HgCl,, 
sogar wenn wir in Betracht ziehen, daB die 0,5 mg Chlor- 
adsorption sich an der Grenze des Versuchsfehlers bewegt, ist es 
wahrscheinlich, daB die Sporen aus der 0,005°/,igen HgCl,- 
Liésung HgCl, nicht adsorbieren. Es wird also erkliirlich, warum 


die mit 0,005°/,iger HgCl,-Lisung gebeizten Sporen — ab- 
weichend von den mit &hnlich konzentrierten HgBr,-Lésungen 
gebeizten — nicht zugrunde gehen. 


Auf Grund dessen, daB das HgCl, im Falle einer Beizung 
mit 0,01°/,iger, das HgBr, mit 0,005°/,iger Lésung die Stein- 
hbrandsporen vernichtet und daB wir die aus diesen Liésungen 
durch die Steinbrandsporen adsorbierten Chlor- und Brom- bzw. 
HgCl,- und HgBr,-Mengen kennen, kann ausgerechnet werden, 
wieviel eindringende HgCl,- bzw. HgBr,-Molekiile eine Brand- 
spore vernichten. 


In einem Grammolekiil sind 6,06 x 10?* Molekiile 
(Avogadro-Loschmidt- Zahl 


271 
Das Gewicht eines Hg(Cl,-Molekiils ist aA x 107" g; 4,48 x 10-19 mg 
? 





” ” ” HgBr,-Molekiils ” x 107°" @: 5,94 x 10719 mg 


6,06 
1 
4,48 x 10-19 
1 
5,94 x 10719 
In 1g Sporen eindringendes HgCl, (aus 0,01 °/, iger Lésung) ... 9,54 mg 
(= 0,70 °/, Hg) 


Die Zah] der Molekiile in 1 mg HgCl, ; 2,23 x 10'* Molekiile 





TD ” ” » 1mg HgBr, ; 1,68 x 10'° 


” 


mis «» ‘ HgBr, (aus 0,005°/,iger Losung) ... 6,68 mg 
(= 0,87 °/, Hg) 
In 1g lufttrockenen Sporen sind ................ 4 x 10° Sporen 


Die Zahl der in eine Spore eindringenden HgCl,-Molekiile 
9,54 Xx 2,28 x 101 

4x 10° 
Die Zah] der in eine Spore eindringenden HgBr,-Molekiile 


6 1018 
a “ cae ... 2,81 x 10?° Molekiile. 


Aus diesen Daten ist ersichtlich, daB zur Tétung der Stein- 
brandsporen ungefihr doppelt soviel HgCl,- als HgBr,-Molekiile 
notwendig sind. 





... 5,83 x 10" Molekiile 





6* 
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Beziiglich der Kupferadsorption der Steinbrandsporen wurde 
gefunden, daB 0,5°/, jene kleinste adsorbierte Kupfermenge ist, 
welche die Auskeimung [auf Ca(NO,),-Lésung] der Steinbrand- 
sporen zu verhindern vermag. Betrefis des Quecksilbers (Hg- 
Ionen) wurde festgestellt, daB die mit 0,01 °/, iger Hg(C,H,0,),- 
Lésung gebeizten und 3,5 °/, adsorbiertes Quecksilber enthalten- 
den Steinbrandsporen gerade auskeimten (Tab. Il), es sind also 
die Steinbrandsporen den Kupferionen gegeniiber um vieles emp- 
findlicher, d. h. die Kupferionen wirken giftiger auf die Stein- 
brandsporen als die Quecksilberionen. Trotzdem téten die Kupfer- 
ionen nicht endgiiltig die Steinbrandsporen (sie wirken nur ver- 
hindernd auf ihre Auskeimung), demgegeniiber vernichtet das in 
Form von HgCl, oder HgBr, (also nicht Hg-Ionen) adsorbierte 
0,7 °/, baw. 0,387 °/, (rund 0,4 °/,) Quecksilber (als die kleinste 
Menge) endgiiltig die Sporen. Im Endresultate ist also zwischen 
der Wirkung des Kupfers und des Quecksilbers auf die Stein- 
brandsporen — wobei der Wirkungsmechanismus der Kupfer- und 
Quecksilberionen tibereinstimmt — jener groBe Unterschied, dab 
das aus den Kupfersalzlésungen durch Ionadsorption aufgenommene 
0,5 °/, Kupfer nur die Auskeimung auf Ca(NO,),-Lésung verhindert, 
wiithrend das aus den Quecksilbersalzlésungen durch Molekiil- 
adsorption (HgCl,, HgBr,) aufgenommene 0,7 bzw. 0,4°/, Quecksilber 
die Steinbrandsporen endgiiltig tétet; auBerdem verhindert Queck- 
silberion, nur zu 3,5 °/;' adsorbiert, die Auskeimung der Sporen 
auf der Nihrlésung. 

Pichlerund Wéber') haben nachgewiesen, da8 aus 0,01°/,iger HgCl,- 
Lésung die Sporen der Ustilago maydis weniger Quecksilber adsorbierten, 
wenn die Lésung auch NaCl (0,1°/,) enthielt. Beziiglich dessen, wie die 
Verminderung der Adsorption die biologische Wirkung beeinfluBt, fiihrten 
Verfasser keine Untersuchungen durch. Bei der Untersuchung der Queck- 
silberadsorption der Steinbrandsporen aus verschiedene NaCl-Mengen 
(2—500 Mol. NaCl auf 1 Mol. HgCl,) enthaltenden 0,1 °/, igen HgCl,-Lé- 
sungen gewannen wir die in der Tab. IV mitgeteilten Resultate. Laut 
diesen vermindert sich die Quecksilberadsorption der Steinbrandsporen aus 
HgCl,-Lésung mit der Erhéhung der Menge des NaCl; die Gegenwart 
von 2 Mol. NaCl (0,04 °/,) vermindert um 19,2°/,, 500 Mol. NaCl (10 °/,) 
um 65,3°/, die Quecksilberadsorption. Diese Erscheinung kann folgender- 
weise erklirt werden. Es bildet das HgCl, mit NaCl ein auf Na- und 
HgCl,-lonen dissoziierendes Komplexsalz von der Zusammensetzung Na,HgC\, 
(das HgCl,-Anion wird nicht adsorbiert), das NaCl vermindert also die Kon- 
zentration der adsorbierbaren HgCl,-Molekiile und Quecksilberionen, folg- 
lich mu8 sich auf Wirkung des NaCl die Quecksilberadsorption vermindern. 





1) a. a. O. 
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irde Das Komplexion HgCl, dissoziiert zwar weiter (HgCl’, 2 HgCl, + 2 Cl’; 
HgCl, @ Hg” + 2 Cl’) diese Dissoziation kann aber mit NaCl zuriickgedriingt 


-, werden und deshalb ist es wahrnehmbar, daB mit der Erhéhung des NaCl 
ind- ff sich die Quecksilberadsorption weiter vermindert. Das zum HgCl, hinzu- 
Hg- gegebene NaCl vermindert nicht nur die Adsorption, sondern auch die 
)e)a- biologische Wirkung, was aus unseren in der Tab. V mitgeteilten Keimungs- 
fen- versuchen ersichtlich ist. Dies zeigt, daB die Wirkungder0,01°/, igen HgCl,- 

1 Lésung schon 0,04°/, NaCl (20 Mol.), die der 0,05°/,igen 2°/, NaCl (200 Mol.), 
aan | die der 0,1°/,igen 10°/, NaCl (500 Mol.) vermindert, d.h. je konzentrierter 
mp- die Hg(Cl,-Lésung ist, in desto héherem MafSe muB NaCl hinzugegeben 
ein - werden, damit eine Wirkungsverminderung eintreffe. Hier beobachteten 
fer- wir noch, daB wihrend bei den mit HgCl, gebeizten Sporen das nach der 
asin Beizung durchgefiihrte Auswaschen mit Wasser auf die Keimung der 

: Sporen keine Wirkung ausiibt (Tab. II), die mit eine gewisse Menge 
+m NaCl enthaltenden HgCl,-Lisungen gebeizten und nachher mit Wasser 
erte ausgewaschenen Sporen viel besser auskeimen als die mit Wasser nicht 
iste ausgewaschenen (Tab. V). So z. B. keimten die mit 10°/, NaCl enthaltender 
hen 0,1°/,iger HgCl,-Lésung gebeizten und nachher ausgewaschenen Sporen 
e total aus. Diese kann damit erklirt werden, daB die Sporen aus reiner 
sng? HgCl,-Lésung schon wiihrend der Beizung so viel HgCl, adsorbieren, wie- 
und viel zu ihrer vollkommenen Vernichtung geniigt, demgegeniiber kénnen die 
dab Sporen in Gegenwart von entsprechender Menge NaCl zufolge der ab- 
ene geminderten HgCl,-Konzentration der Liésung wiihrend der 15 minutigen 
out Beizdauer nicht so viel HgCl, aus der Lésung adsorbieren, wieviel zu 
pay ihrer totalen Vernichtung notwendig ist, sondern die aus der Beizlisung ent- 
ciil- nommenen Sporen adsorbieren das noch fehlende HgCl, aus der an ihnen 
ber haftenden wihrend der Trocknung konzentrierter werdenden Lisung (Nach- 
ck- wirkung), wenn das vorhandene NaCl zur Umwandlung des gesamten 
ren HgCl, zum Komplexion nicht geniigt. Wenn wir die Sporen nach der 

Beizung mit Wasser auswaschen, kann die Nachwirkung nicht zur Geltung 
kommen und demzufolge keimen die ausgewaschenen Sporen besser aus. 

Cl,- Krénig und Paul?) nahmen wahr, daf die schwach bakteri- 
ten, : - ; “ u 

die | cide Wirkung der gut dissoziierenden Quecksilbersalze nach Zu- 
rten gabe von NaCl sich wesentlich erhéht, ohne aber, daB sie mit 
ock- ihrer auf die Quecksilberionwirkung gegriindeten Theorie dieser 
. Erscheinung eine Erklirung geben konnten. Zu interessanten 
vel Resultaten fiihrten unsere Versuche, welche mit NaCl enthalten- 
mien der Hg(C,H,O,),-Liésung durchgefiihrt wurden. Aus der Tab. IV 
vart ist ersichtlich, dab das NaCl die Quecksilberadsorption der Stein- 
fo) brandsporen aus 0,1°/,iger Hg(C,H,0O,),-Liésung viel stiirker (um 
der- 72—76 °/,) herabsetzt, als es beim HgCl, gefunden wurde, und 
und ’ ae i a - e. : 
Cl, mit der Erhéhung des NaCl vermindert sich die Adsorption 
> . . 
on- &f ebenfalls. In diesem Falle kann die starke Herabsetzung der 
olg- (Juecksilberadsorption auf eine ganz andere Ursache zuriick- 
oad gefiihrt werden als beim HgCl,. Indem wir die Wirkung der 









1) Z. f. Hyg. 25, 1 (1897). 
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Lésung von HgiC,H,0,), + 2NaCl auf die Steinbrandsporen unter- 
suchten, fanden wir, daB die mit dieser Lisung gebeizten Sporen 
auf feuchtem Boden auch in dem Falle nicht auskeimten, wenn 
sie nach Beizung mit Wasser ausgewaschen wurden. AuBerdem 
haben wir noch festgestellt, daB die Sporen aus der Lisung von 
obiger Zusammensetzung Chlor in derselben Menge adsorbieren 
wie aus 0,1 9/, iger HgCl,-Lésung. Auf Grund all dessen kann die 
Krhéhung der Wirkung der auf die Steinbrandsporen im End- 
resultate sehr schwach wirkenden Hg(C,H,0,),-Lésung nach Zu- 
gabe von NaCl darauf zuriickgefiihrt werden, daB die Queck- 
silberionen des Hg(C,H,0,), mit den Chlorionen des NaCl sich 
zu HgCl,-Molekiilen vereinigen und diese die Sporen vernichten. 

Laut Krénig und Paul?) kann die desinfizierende Wirkung 
der Quecksilbersalze [HgCl,, HgBr,, Hg(CN),] auf die Queck- 
silberionen der Lésung zuriickgefiihrt werden. Diese aus 1897 
stammende Theorie ging ganz in das allgemeine BewuBtsein 
iiber, und auch neuestens iuBerten sich mehrere Forscher?) dafiir, 
obgleich gegen die Theorie von mehreren Seiten*) Anstiinde er- 
hoben wurden. Die Resultate unserer mit Steinbrandsporen durch- 
gefiihrten Versuche sprechen dafiir, daf die auf die Steinbrand- 
sporen ausgeiibte Wirkung der Quecksilbersalze durch die Krén ig- 
Paulsche Theorie nicht zu erkliren ist. Die Quecksilberionen — 
trotzdem die Sporen eine groBe Menge von ihnen adsorbieren — 
téten dieselben nicht, sondern verhindern nur ihre Keimung. Die 
starke Giftwirkung der HgCl,- und HgBr,-Lésungen auf die Stein- 
brandsporen kann auch nicht auf den Quecksilberiongehalt (das 
weniger dissoziierte HgBr, erwies sich wirksamer) der Lésungen 
zuriickgefiihrt werden, sondern auf die Adsorption der HgCl,- 
und HgBr,-Molekiile. Das Hg(CN), erwies sich nicht wegen 
seiner kleinen Dissoziation auf die Steinbrandsporen als un- 
wirksam [von HgCl,, HgBr, und Hg(CN), dissoziiert das Hg(CN), 
am schwiichsten], sondern deshalb, weil die Sporen aus der 
Hg(CN),-Lésung weder Quecksilberionen noch -Hg(CN),- Molekiile 


adsorbieren. 


» a. a. O. 

*) G. Joachimoglu, Biochem. Z. 121, 259 (1921); 134, 489 (1923). 
W.Schoeller und A. Heck, Biochem. Z. 140, 28 (1923). 

» E. Hailer, Centralbl. f. Bakt. Abt. I 89. 2 (1922); Krahé, Ver- 
handl. d. deutsch. pharmakol. Ges., 43 (1925); W.Heubner, Biochem. 
Z. 145, 431 (1924). 
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Auch aus noch nicht publizierten Versuchen von Bodnar 
und Réth iiber die Wirkung der Quecksilbersalze auf die Samen- 
keimung geht hervor, daB nicht die Quecksilberionen, sondern 
die lipoidartigen HgCl,- und HgBr,-Molekiile stark giftig wirken. 


Experimenteller Teil. 


Bestimmung der Quecksilberadsorption der Steinbrand- 
sporen. Zur indirekten Bestimmung der Quecksilberadsorption wurde 
von der Quecksilbersalzlésung mit genau bekanntem Quecksilbergehalt in 
eine 1000 ccm Stépselflasche 500 cem hineingewogen, 1 g Sporen hinein- 
gestreut, '/, Stunde lang geschiittelt, sodann durch Faltenfilter in einen 
trockenen Kolben filtriert und in einem gewissen Teil des Filtrates das 
Quecksilber nach Rupp’) bzw. beim Hg(CN), nach Winkler’*) bestimmt. 
Nachdem auch der wiBrige Extrakt der Brandsporen Jod verbraucht — 
und zwar 100 ccm Extrakt 0,5 cem n/100 Jodlésung — wurde bei der 
Ruppschen Quecksilberbestimmung dieser Jodverbrauch in Rechnung ge- 
nommen. Die Differenz zwischen dem Quecksilbergehalt der urspriing- 
lichen und von den Sporen abfiltrierten Lésungen gab das adsorbierte 
Quecksilber, welches auf die zur Untersuchung gebrauchte Sporenmenge 
bezogen in Prozenten ausgedriickt wurde. 


Tabelle I. 


Indirekte und direkte Bestimmung der Quecksilberadsorption 
der Steinbrandsporen. 

















7 ~ + 
oes nm R m 2 ‘ 2s 5 o 42 a 
eS et! . [Ree [est [EBtSeIoe2 & 
Angewendete oe 3 2 ES oo] 482 x oem e S25 Ee 
Some] = jo eee | eee [so Blo o8 8% 
Quecksilber- Seme 3 |335 Aes ES aS aie 
. . — p— 5 @.. ta = | o} 
verbindung 5 2 3 & 3 3s : ah a5 S Sa 
%/o in °/o L "fo E[--e e | */o 
HgCl, 0,01 2,69 2,61 — 70,73 
0,05 3,15 3,04 -—— 16,74 
0,10 3.65 3°56 si 9.64 
HgBr, 0,01 2,04 1,90 — 25,6 53,39 
0,05 2,49 2,37 — 21,5 13,06 
010 | | 258 249 | — 297 6.88 
5 
Hg(CN), | 0,01 0 0 - a 
0,05 0 0 — — 
0,10 0 0 - 
Hg(C,H,0,), 0,01 3,50 3,54 + 32,7 95,39 
0,05 9,07 899 | +1919 48,94 
0,10 1015 | 1010 | +1811 27/42 




















1) Chem.-Ztg., 82, 1078 (1908). 
*) Z. f. analyt. Chem. 64, 262 (1924). 
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Zur direkten Bestimmung der Quecksilberadsorption wurden die 
auf obige Weise behandelten und abfiltrierten Sporen mit destilliertem 
Wasser gut ausgewaschen, mit dem Filtrierpapier zusammen in einen 
Erlenmeyer-Kolben gebracht, 2—3gKClO,, 15—20ccem konzentrierte HCl 
hinzugegeben und auf dem Wasserbade '/, Stunde lang gewirmt. Nach der 
Zerstérung wurde zwecks Verjagung des Chlors so lange K,CO, zur 
Zerstérungslésung gegeben, bis die entweichenden Gase Jodkaliumstirke- 
papier nicht mehr blau fiarbten. In der nach Verjagung des CO, ab- 
filtrierten Lésung wurde das Quecksilber nach Rupp bestimmt. Durch be- 
sondere Kontrollversuche haben wir uns davon iiberzeugt, daB bei der 
Zerstérung und den nachfolgenden Operationen kein Quecksilberverlust 
stattfindet. 


Tabelle II. 


Keimung der mit Quecksilbersalzlésungen gebeizten Stein- 
brandsporen. 


Beizdauer 15 Minuten. 























= Indexzah!] der Sporenkeimung nach 
~~ Senet eneiaael ; ; : ies cases genoa elec lees please naga 
Ss 80 | | ! 
= 5 7 Q 5 aac 
Zur Beizung | § 5 = Bois Dial ; - | 20 | hash J Pll i 3 - 
= © 
gebrauchte | & § Tagen 
Quecksilber- | Ee | : : : 
wena 8 5 Nach Beizung mit Wasser —_. —oe ng matt 
verbindung S to * asser nicht aus- 
2 ausgewaschene Sporen*) gewaschene Sporen 
o/, | Auf 0,1°/,iger Ca(NO;).-Lésung| Auf feuchtem Boden 
HgCl, 0,01 | 0 lol|olo.o0lolo!o|o 0 
0,05 0 |0 90) 0 0 0 0;0;0 | 0 
010 }0 0 90 | 0 0 0 0,0; 90 | 0 
HgBr, 001 }0  0,;0;,0 0,010; 0/0)0 
005 | 0 | O | 0 | 0 0 | 0 0;0;0 | 0 
010 |0 ;0/;0;0 +0 ;0 7,0; 0 {0 | 0 
| | | | | 
Hg(CN), 0,01 45) 5 | — -}.4]/5]—j,— 
005 | 45) 5 | — -| 4/5 
010 | 4 | 5 | —| -| 4 | 5 
Hg(C,H,0,). | 001 | 0 | 0 | 0 | 05 05) 05) 4 5 
; 00 |0 |}0;/;0/0 0/;0f0; 145 | — 
010 |}0 |}0;0;0 0;0 70; 1) 4 | 5 
Mit Wasser ) | | | 
gebeizte — 4 |; 5 j- 4 5 ~— 
Kontrollsporen | 
HgCl, 0,001} 4 | 5 | 4 | 5 | - — 
0,005 | 4 5 | — 4/15 — 
HgBr, 0,001 | 4 5 | — -j; —|—]f4/5!1!—]— 
0,005 | O 0;0 90 iT 0 9 | o;8 | @ 











*) Die Keimung der mit Wasser nicht.ausgewaschenen Sporen ist dieselbe. 
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Bestimmung der Acetationadsorption der Steinbrand- 
sporen. a) Es wurden 100 cem 0,1°/,iger Hg(C,H,0,),-Lésung mit Phosphor- 
siure angesiuert und die mit Wasserdampf abdestillierte Essigsiiure titriert. 
















Tabelle III. 
Chlor- und Brom- bzw. HgCl,- und HgBr,-Adsorption 
der Steinbrandsporen. 





Konzentration |_|. ais 
ier Hac, baw. Loésung | Durch 1 g Steinbrandsporen 
A adsorbiertes 
Nr. HgBr,-Lésung} bzw. | AoC] | AgBr 
auf HgCl, | Filtrat | 
berechnet Cl HgCl, Br | HgBr, 
 P ecm mg mg mg mg mg | mg 
1 264,5 | 321,5 | 
2 0,10 250 | 248.7 | 306,1 | 6,69 25,61 11,4 | 25,72 
3 (KNO,) 11,4 -— | 
4 264,5 | 321,5 | 
5 0,05 500 | 258,5 | 318,7 | 3,76 14,40 5,11 | 11,51 
7 105,8 | 128,6 
8 0,01 1000 | 102,8 | 126.7 | 2,49 954 3,79] 854 
9 (KNO,) 7,0 — 




















Tabelle IV. 


Quecksilberadsorption der Steinbrandsporen aus NaCl 
enthaltenden HgCl,- und Hg(C,H,0,),-Lésungen. 

















x eee oi — ; ¥ 
Zusammensetzung der Sos 23 eit ose é =i 
‘713 TH4OG o8HS ,|« as =. 6 
Beizlésung “toed Beiz-|& Ss'5 Sle 35 MI ask & 
aig z| Bez |B ESSE eS a] Bes 
ponent roe dauer |,5 2 & ABs z = 
HgCl, | NaCl |7 . = Ss 23 23 ia &f 
% | % [asd °/y % | 
| —— ~~ 3,65 3,56 — 
| 0,04 2 2.94 2.89 19,2 
0,1 | 0,10 5 15’ 2,81 2,75 22,8 
0,20 10 2,33 2,39 34,4 
10,00 500 1,22 1,29 65,3 
a Sa _ 
Hg(C,H,0,) | 
°/o 
_ -_ 10,15 10,10 - 
0,04 2 ” 2,81 2,74 72,7 
* | ~ 
all 0,10 5 ” 2.70 2.65 73,6 
0,20 10 2.43 2.39 76, 

















*) Berechnet auf HgCl,. 
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Tabelle V. 
Keimung der mit NaCl enthaltenden Quecksilberchloridlésungen 
gebeizten Steinbrandsporen auf feuchtem Boden. 


Beizdauer 15 Minuten. 












































Zusammen- |G] __Indexzahl der Sporenkeimung nach 
setzung der JHA] 3)/5 7 1 1] 3) 5 | 7/10) 
HgCl, | NaCl = = | Nach Beizung mit Wasser | Nach Beizung mit Wasser 
ALD ch Ac eine Te 
o1 | —|—]fo]}lolololofolofol]ojo 
001} 5]/0{/0/}0,0 , 0f0;/0)01]0 } 0 
004} 20] 0 | 05) 05> 1 144 )5 | —~| —| — 
01 | 50/0 | 05) 05/1 />174])5 | —| — 
02 | 100] 05/1 ;,1 )1 | 16/4] 5 | —| —| — 
0.05 - —|o/o;o0!]o0;o0]fo0]o0};0/;0]0 
10 | 0 | 0 | 0}0,/0, 070)/;0,0/0)0 
20 | 200] 0 | 05) 05 0,5 05/05, 2 |) 3 | 3 | 3 
010. —~]/o]/oj;o0}o0 o0fo/o0]o0j;o0]}o0 
30 | 150 [0 ]0);0!0,010)]0);)0);0/ 0 
40 | 200] 0 | 0 | 0/0 0 | 0 | 05) 05) 0,5) 05 
60 | 300} 0} 0 | 0 | 0 0 | 05) 15) 15) 1,5) 2 
830 | 400/0/0/}0 0 > 0] 05) 2 | 2 | 25) 26 
110 | 500} 0 |os}1 /1/)/1 2/5 )/—;—|— 
Mit NaCl gebeizte ae | | | 
Kontrollsporen.. | 4 | 5 | —| — J] 4 5 | — —|— 





b) Es wurden 500 cem 0,1°/,iger Hg(C,H,O,),-Lésung mit 1 g Brand- 
sporen '/, Stunde lang geschiittelt, abfiltriert und in 100 ccm des Filtrates 
die Essigsiiure wie unter a) bestimmt. 


Essigsiiure mg 
Vor der Beizung Nach der Beizung 
37,2 36,7 87 86,4 


Bestimmung der Chlor- und Bromadsorption der Stein- 
brandsporen aus HgCl,- und HgBr,-Lésungen. Es wurde je 1,2¢g 
Brandsporen '/, Stunde lang mit HgCl,- und HgBr,-Liésungen von ver- 
schiedener in der Tab. III dargestellten Menge und Konzentration gebeizt. 
Der Chlor- und Bromgehalt dieser Lésungen war (gravimetrisch als Ag(Cl 
und AgBr bestimmt) genau bekannt (Nr. 1, 4, 7). 

Nach der Beizung wurden */, Teile der abfiltrierten Lésung auf 100 ecm 
eingedampft, mit HNO, angesiuert, das ausgeschiedene Eiwei8 abfiltriert 
und im Filtrat das Chlor- bzw. Brom gravimetrisch bestimmt (Nr. 2, 5, 8). 
Das aus den Sporen herauslésbare Chlor wurde durch Extrahieren mit 
0,1, 0,05 und 0,01°/,iger KNO,-Lésung dhnlich bestimmt (Nr. 3, 6, 9). 
Addiert man zu der Gewichtdifferenz des in den urspriinglichen und nach 
der Beizung abfiltrierten Lésungen gefundenen AgCl bzw. AgBr die Menge 
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des aus den entsprechenden KNO,-Lésungen abgeschiedenen AgCl, so kann 
das durch die Sporen adsorbierte Chlor bzw. Brom ausgerechnet werden. 


Durchfiihrung der Keimungsversuche mit Steinbrand- 
sporen. Die Keimungsversuche auf 0,1°/,iger Ca(NO,),-Lésung und auf 
feuchtem Boden, sowie die Beizung der Sporen zu den Keimungsversuchen 
wurden auf die in unserer II. Mitteilung ausfiihrlich bekanntgegebene 
Weise durchgefiihrt. Die das MaB der Sporenkeimung bedeutenden Index- 
zahlen sind dieselben, welche wir in unseren friiheren Mitteilungen ge- 
braucht haben. 


Zusammenfassung. 


1. Die Steinbrandsporen adsorbieren aus 0,01-, 0,05-, 0,1-°/, igen 
(auf HgCl, berechnet) HgCl,-, HgBr,- und Hg(C,H,0,),-Lésungen 
eine bedeutende Menge Quecksilber (z. B. aus 0,1 °/,igen Liésungen 
3,65, 2,58, 10,15 °/, Hg); aus Hg(CN),-Lésung adsorbieren sie kein 
Quecksilber. Die Quecksilberadsorption ist nicht reversibel und 
fiir die Adsorption ist die Gleichung x = (c — z)® giiltig. 

2. Die adsorbiertes Quecksilber enthaltenden Steinbrandsporen 
keimen auf Ca(NOQ,),-Lisung nicht, dagegen keimen die mit Hg(CN),- 
Lésung gebeizten und kein adsorbiertes Quecksilber enthaltenden 
Sporen gut aus. Ks keimen auf feuchtem Boden die mit Hg(l,- 
und HgBr,-Lésungen gebeizten Steinbrandsporen nicht aus, die 
mit Hg(C,H,O,),-Lésung gebeizten keimen aber — trotz ihres 
hohen (10,15°/,) Quecksilbergehaltes — gut aus. Es hiingt also 
die Wirkung der Quecksilberverbindungen in erster Reihe nicht 
von der Menge des adsorbierten Quecksilbers ab. 

3. Die Steinbrandsporen adsorbieren aus den HgCl,- und 
HgBr,-Lésungen neben den Quecksilberionen auch HgCl,- und 
HgBr,-Molekiile, welche als lipoid-léslich in die Sporen eindringen 
kénnen und dadurch diese téten. Die sporentétende Wirkung 
einer verdiinnteren (0,005 °/,) HgBr,-Lésung —- entgegen einer 
ihnlich konzentrierten und sich als unwirksam erweisenden HgCl,- 
Lésung — kann ebenfalls aut den HgBr,-Gehalt der Lésung 
zuriickgefiihrt werden (das HgBr, dissoziiert weniger als das HgCl,); 
es ist 0,4 °/, jene kleinste adsorbierte Quecksilbermenge (aus 
HgBr,), welche die Sporen tétet. 

4, Die Steinbrandsporen kénnen aus Hg(C,H,0,),-Lésung nur 
Quecksilberionen adsorbieren (das Acetation kann nicht adsorbiert 
werden), welche aber in die Sporen nicht eindringen (Quecksilber- 
ionen sind nicht lipoid-léslich), und so kénnen die Quecksilberionen 
dieselben nicht téten, sondern verhindern nur auf Ca(NO,),-Lésung 
ihre Auskeimung (bei der Auskeimung auf Boden lést die Boden- 
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feuchtigkeit das Quecksilber aus den Sporen heraus), es stimmt also 
der Wirkungsmechanismus des Quecksilberions mit dem des 
Kupferions iiberein. Zum Verhindern der Sporenkeimung ist von 
dem Quecksilberion mehr nétig (3,5°/,) als von dem Kupferion 
(0,5 °/,). 

5. NaCl setzt die Wirkung des HgCl, auf die Steinbrand- 
sporen zufolge der Verminderung der HgCl,-Konzentration herab. 

6. Die mit NaCl enthaltender Hg(C,H,O,),-Lésung gebeizten 
Sporen keimen auf feuchtem Boden nicht, was darauf zuriick- 
gefiihrt werden kann, daB die bei Aufeinanderwirkung der Chlor- 
und Quecksilberionen entstandenen HgCl,-Molekiile die Sporen 
toten. 

7. Der Wirkungsmechanismus der Quecksilbersalze auf die 
Steinbrandsporen kann mit der Paul- und Krénigschen Theorie 
nicht, wohl aber auf Grund der Overton-Meyerschen Lipoidtheorie 
gut erkliirt werden. 














Uber den Nachweis von 1-(+)-Isoleucin 
als Baustein von Proteinen des GroBhirns. 


Beitrag zur Trennung von Leucingemischen in ihre Anteile. 


Von 


Emil Abderhalden und Siegfried Beckmann. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Ausgefihrt mit Mitteln der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft 
zur Férderung der Wissenschaften. ) 


(Aus dem Physiologischen Institut Halle a. 5S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Marz 1932.) 


Bei der Untersuchung der Zusammensetzung peripherer Nerven 
und der weiBen Substanz des Riickenmarks wurde seinerzeit’) 
neben dem gewodhnlichen Leucin eine die gleiche empirische Zu- 
sammensetzung aufweisende Verbindung aufgefunden, die in ihren 
Eigenschaften von denjenigen der a-Amino-isobutylessigsiiure ab- 
wich. Die Verbindung schmeckte siif und zeigte ein Drehungs- 
vermégen, das in Wasser und in Salzsiiure demjenigen der 1-(+)- 
«-Aminocapronsiure entsprach. Das Kupfersalz der erwihnten 
Aminosiiure war im Gegensatz zu dem des Isoleucins in Athyl- und 
Methylalkohol vollstaindig unléslich. SchlieBlich wurde aus der 
Aminosiure die zugehérige Oxysiure dargestellt und in ihren 
Kigenschaften mit denjenigen verglichen, welche die aus synthe- 
tisch dargestelltem Norleucin und Leucin gewonnenen @-Oxysiiuren 
aufwiesen. Die gesamten Befunde sprachen im Sinne des Vor- 
kommens von @-Amino-n-capronsiure als Baustein von im peri- 
pheren Nervensystem bzw. im Riickenmark vorkommenden Eiweib- 
stoffen. Die Abtrennung der erwiihnten Aminosiiure hat groBe 
Schwierigkeiten bereitet. Die Feststellung, daB sich aus einem 
Gemisch von Valin und Norvalin, das soweit aufgearbeitet ist, daB 
beide Komponenten durch fraktionierte Krystallisation weitgehend 
voneinander getrennt sind, durch Uberfiihrung in die zugehérige 





1) E. Abderhalden u. A. Weil, Diese Z. $1, 214 (1912); 84, 39 (1913), 





94 Emil Abderhalden und Siegfried Beckmann, 


a«-Bromsiiure und nachfolgende Aminierung die reinen Amino- 
siiuren gewinnen lassen, und zwar an Hand der stark verschiedenen 
Aminierungsgeschwindigkeiten der ¢-Brom-n-valeriansiiure und der 
«-Brom-isovalerinsiure, ergab die Mdéglichkeit einer Gewinnung 
verschiedener Leucine aus einem Gemisch von solchen auf ent- 
sprechendem Wege. Es wurden zuniichst die Aminierungs- 
geschwindigkeiten der g@-Brom-n-capronsiiure und der a@e-Brom- 
isobutylessigsiiure unter genau den gleichen Bedingungen unter- 
sucht. Es ergab sich bei der ersteren eine raschere Aminierung 
als bei der letzteren, jedoch war der Unterschied, wie aus dem 


experimentellen Teil hervorgeht, nicht ausreichend groB, um darauf 


eine Methode zur Trennung der beiden genannten Aminosiuren 
aufzubauen. Wir priiften noch, ob sich mittels normaler Natron- 
lauge und ferner mit 25°/,igem Pyridin bessere Ergebnisse bei 
der Bromabspaltung erzielen lassen. Es war dies jedoch nicht 
der Fall. In der Folge lieBen wir Methylamin auf die erwihnten 
a«-Bromsiiuren einwirken. Die Unterschiede waren auch hierbei 
nicht ausreichend grob, und zwar fiir den Fall, daB die Aufgabe 
vorlag, ein Gemisch von Norleucin und Leucin eindeutig zu trennen. 
Als viel geeigneter erwies sich zum genannten Zwecke die Uber- 
fiihrung der erwihnten e@-Bromsiiuren in die entsprechenden 
Dimethyl- und Trimethyl-N-Derivate. Ahnlich wie die 
a-Brom-isobutylessigsiiure verhielt sich bei der Einwirkung von 
Trimethylamin auch @-Brom-f-methyl-f-ithyl-propionsiure. Es 
laBt sich somit Norleucin auf dem Wege iiber die zugehoérige 
Bromsiiure leicht von Leucin und Isoleucin abtrennen (vgl. Figur, 
Seite 101). Wir stellten von den Trimethylverbindungen noch die 
Gold- und Platinsalze her. Es zeigte sich, daB namentlich 
mit Hilfe der ersteren eine sichere Identifizierung der drei in 
Frage kommenden N-Trimethyl-Derivate méglich ist. In der 
Regel wird es infolge der besonderen Léslichkeitsverhaltnisse 
(Alkohol) des Isoleucinkupfers gelingen, Isoleucin von den beiden 
erwihnten isomeren Leucinen zu trennen, so daB besondere Mab- 
nahmen zu seiner Isolierung nicht erforderlich sind. Dagegen 
besitzen wir in der Uberfiihrung der Aminosiure in die zugehdrige 
a-Bromsiiure und die nachfolgende Einwirkung von Trimethylamin 
eine Methode, die es méglich macht, Norleucin von Leucin und 
Isoleucin abzutrennen. 

Bei der Aufarbeitung der in Frage kommenden Esterfraktionen, 
die bei der Hydrolyse von von Lipoiden befreiter GroBhirnsubstanz 
nach dem Verfahren von Emil Fischer gewonnen waren, gliickte 





fiir 


Unt 
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es, in erheblicher Menge 1-(+)-Isoleucin nachzuweisen und 
eindeutig zu identifizieren. Dagegen hatte vorliufig die Priifung 
auf das Vorkommen von Norleucin vielleicht infolge der Anwendung 
von unzureichenden Mengen an Gehirnsubstanz keinen eindeutigen 
Erfolg.) Die Versuche werden fortgesetzt. Vor allen Dingen 
sollen nochmals periphere Nerven und Riickenmarksubstanz aut 
das Vorkommen der erwihnten drei isomeren Leucine untersucht 
und zugleich auf Norvalin gefahndet werden. 


Bemerkt sei noch, daB wir aufer 1-(+)-Isoleucin (0,4°/,), noch Tyrosin 
(1,3°/,), Valin (3,0°/,), Alanin (3,5°/,), Phenylalanin (etwa 0,5°/,), Prolin (etwa 
0,5°/,). Asparagin- und Glutaminsiiure in erheblicher Ausbeute neben wenig 
Serin hergestellt haben Die angefiihrten Ausbeuten beziehen sich auf die 
lipoidfreie, getrocknete Gehirnsubstanz. Sie stellen Minimalwerte dar. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der drei isomeren a-Brom-capronsiuren. Die 
a-Brom-n-capronsiure wurde durch Behandeln von Girungscapronsiiure mit 
rotem Phosphor und Brom nach Volhard gewonnen. Sie wurde durch 
Vakuumdestillation gereinigt. Siedep. 17mm 1830—136°. Die a-Brom-isobuty]- 
essigsiiure und die a-Brom-§-methyl-f-dthyl-propionsiure wurden aus dl- 
Leucin bzw. dl-Isoleucin durch Bromierung mit Nitrosylbromid erhalten 
und ebenfalls der Vakuumdestillation unterworfen. 

Verfolgung der Reaktionsgeschwindigkeit bei der Kinwir- 
kung von Ammoniak auf a-Brom-n-capronsiure und «- Brom-iso- 
butylessigsiure. Es wurden 3,006 g «-Brom-n-capronsiure und 3,008 g 
a-Brom-isobutylessigsiure angewandt. Die Bromfettsiuren wurden mit je 
20 cem einer 25°/,igen Ammoniaklésung in einem gut verschlossenen Gefib, 


Tabelle 1. 

















A. «-Brom-n-capronsiure B. a-Brom-isobutylessigsiure 
Zeit in Verbrauch | Verbrauch | 
Stunden | yon n/10-AgNO, | Umeetzung von n/10-AgNO, | Umsetzung 
in ecm | in % . in ecm | in % 
1 0,45 | 65 0,2 3 
2 0,8 Wp 0,45 | 6,5 
3 1,2 18 0,65 10 
5 1,85 | 27 1,05 bb 
17 5,0 73,5 %) 3,0 | 44%) 
20 5,5 81 3.5 | 51S 











1) Wir sind der Leitung der ,,Promonta“ Hamburg, zu griéBtem Dank 
fiir die freundliche Uberlassung von lipoidfreier Gehirnsubstanz verpflichtet. 
Ohne dieses Entgegenkommen wire die Durchfiihrung der vorliegenden 
Untersuchung unméglich gewesen. 

*) Norleucin und Leucin beginnen sich auszuscheiden. 
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Tabelle 2. 


a-Brom-n-capronsiure. 


Emil Abderhalden und Siegfried Beckmann 


a) Einwirkung von n-Natronlauge. 








Zeit in 


Abgespaltenes Brom in °/, 





Stunden Gef. 


7,0 
13,6 
19,4 
26,1 
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sprechen. 


Ber. 

7,0 

13,6 

19,9 

| 25,5 
a-Brom-isocapronsiure. 

5,3 

10,4 

15,0 

19,5 


a-Brom-n-capronsiure. 

14,6 

27,0 

46,9 

61,3 

71,8 

«- Bromisocapronsaure. 
15,4 
28,3 


39,2 
48,7 





| 
| 
| 49,2 
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a-Bromisocapronsiure. 











b) Einwirkung von 25°/,igem Pyridin. 


0,166 
0,155 
0,162 
0,154 
0,156 


ec) Einwirkung von n/5-Ammoniak, 
a-Brom-n-capronsiure. 


0,161 
0,174 
0,170 
0,170 
0,170 


0,0965 
0,0976 
0,0994 
0,0965 
0,0935 


Mittel 0,0369 


| Mittel 0,0273 


Mittel 0,158 


| 


Mittel 0,0834 


| Mittel 0,169 


| Mittel 0,0967 





das sich in einem Thermostaten befand, bei 20° sich selbst iiberlassen. Von 
Zeit zu Zeit wurden zwecks Feststellung des Reaktionsverlaufs mit der 
Pipette Proben entnommen (je 1 cem der Mischung). 
Brom wurde nach Volhard mit n/10-AgNO,-Lésung titriert. Einer voll- 
stiindigen Aminierung wiirde in beiden Fiillen ein Verbrauch von 6,8 ccm 
n/10-Silbernitratlésung pro Kubikzentimeter der Reaktionsmischung ent- 
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Vergleichende Versucheiiber die Reaktionsgeschwindigkeit 
pei der Einwirkung von n-Natronlauge, n/5-Ammoniak und 
25°/,igem Pyridin (etwa 3 normal). Es wurden jeweils '/,, Mol der 
a-Bromfettsiure in 100 ccm fassende Mebkélbchen eingewogen und mit 
Natronlauge bzw. Ammoniak bzw. Pyridin bis zur Marke aufgefiillt. Die 
Kélbchen wurden bei 37° aufbewahrt. Zur Titration verwendeten wir je 
10 ccm der Lésung. Die Bestimmung des Broms erfolgt nach Volhard. 
Wir haben die Geschwindigkeitskonstante A, unter Zugrundelegung der 
Gleichung fiir Reaktionen erster Ordnung berechnet. 


Verfolgung der Reaktionsgeschwindigkeit bei der Einwirkung von 
Methylamin auf «-Brom-n-capronsaure und «-Bromisobutylessigsaure. 


Angesetzt wurden 3,003 g a-Brom-n-capronsiiure und 3,002 g a-Brom- 
isobutylessigsiiure mit je 20 cem einer 20°/,igen wiBrigen Methylaminlésung. 
Da die Umsetzungsgeschwindigkeit eine relativ groBe ist, wurde bei der 
niedrigen Temperatur von 10° gearbeitet. Der Verlauf der Reaktion wurde, 
wie oben angegeben, verfolgt. Einer 100°/,igen Umsetzung wiirde in beiden 
Fallen ein Verbrauch von 6,76 ecm n/10-AgNO,-Lésung entsprechen. 


Tabelle 32 














A. «-Brom-n-capronsiure B. «-Brom-isobutylessigsiure 

Zeit in Th ia mg | re 

Verbrauch | Verbrauch . . 

Stunden | von n/10-AgNO, | Umsetzung | von n/10-AgNO, Umsetzung 

in ecm | in °, in ccm in °%, 

1 1,85 | 28 0,9 13 
/, 2,4. | 36 12 18 
2 3,0 | 45 15 22 
21), 35 | 52 1,8 27 
3 3,95 | 59 2.0 30 
7 5.9 | 88 3.7 55 
9 6,25 | 93 4.2 63 
23 6.9 102 6,1 90 








Die als Reaktionsprodukt entstehenden Methylaminosiuren, nimlich 
Methyl-norleucin bzw. Methyl-leucin, sind von Duvillier') bzw. von Fried- 
mann’), sowie E. Fischer und Lipschiitz*) dargestellt und beschrieben 
worden. 


Verfolgung des Reaktionsverlaufs bei der Einwirkung von Dimethylamin 
auf «-Brom-n-capronsaure und «¢-Brom-isobutylessigsaure. 

Zur Reaktion gelangten je 3,900 g (= 0,02 Mol) «-Brom-n-capronsiure 
bzw. o-Brom-isobutylessigsiiure und je 20 cem einer 30°/,igen wibrigen 
Dimethylaminlésung. Der Reaktionsverlauf wurde bei einer Temperatur 

von 18° in oben angegebener Weise verfolgt. Einer vollstindigen Umsetzung 
wiirde ein Verbrauch von je 8,7 ccm n/10-AgNO,-Lésung pro Kubikzenti- 
meter der Mischung entsprechen. 


| 4) Ann. chim. et. phys. (5), 29, 160 (1883). 
*) Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 190 (1908). 
8) Ber. chem. Ges. 48, 366 (1915). 
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Tabelle 4. 











A. a-Brom-n-capronsiiure b. a-Brom-isobutylessigsiure 
Zeit in ne , | om 
: Verbrauch : ’ Verbrauch | yy 
Stunden | yon n/10-AgNO, | Umsetzung von n/10-AgNO, Umsetzung 
in eem | in °/, in ecem in %/, 

1, 3,1 | 36 0,9 | 10 
5,95 | 68 2,15 | 25 
1, 7,0 | 80 2,9 | 33 
2 7,6 | 87 3,6 : 4] 
3 8,5 | 98 4,5 52 
5 8,8 | 101 6,0 | 69 
17 | 8,2 | 94 








Die bei dieser Reaktion entstehenden Dimethylaminosiiuren, 


niimlich Dimethyl-norleucin und Dimethyl-leucin, kénnen mit Hilfe 
ihrer geniigend weit auseinanderliegenden Schmelzpunkte identi- 


tiziert werden. Das Dimethyl-norleucin?) schmilzt, aus Essigester 


umkrystallisiert, bei 161—162°, das Dimethyl-leucin?) aus absolutem 
Alkohol oder Ather gewonnen bei 185°. 


Verfolgung des Reaktionsverlaufs bei der Einwirkung von Trimethyl- 
amin auf «-Brom-n-capronsaure, «-Brom-isobutylessigsaure und 
«-Brom-/-methyl-/-athyl-propionsaure. 

Es wurden 2,922 g «-Brom-n-capronsiure, 3,266 g «-Bromisobutylessig- 
siure, 3,900 g a-Brom-f-methy]-8-ithyl-propionsiure mit je 20 cem einer 33°/,igen 
wiBrigen Trimethylaminlésung bei einer Temperatur von 37° angesetzt. Die 


Tabelle 5. 


























A. a-Brom-n-capron- | B. a-Brom-isobuty]- C. a-Brom-methy]- 
siure essigsiure ithyl-propionsiure 
: po Verbr. von| Um- |Verbr. von) Um- |Verbr. von’ Um- 
mm SFIn/10-AgNO,| setzung |n/10-AgNO,) setzung [n/10-AgNO,  setzung 
inecem sin %J inecm | in %, in cem | in °/, 
1 21 | 32 0,35 5 06 =| 7 
2 3,6 | 55 0,65 9 085 | 10 
4 5,3 | = 815 12 16 1,3 | 15 
6 59 | 91 1,7 23 17 | 195 
10 6,4 | 98,5 2,8 38 | 
22 6,5 | 100 5,1 69 4,3 | 50 
30 | 6,0 81 53 | 61 
70 7,6 102 80 | 92 











1) Friedmann, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 200 (1908). 
*) Karrer, Helvet. chim. Acta. 4, 76 (1921). 














Nachweis von 1-(+)-Isoleucin als Baustein von Proteinen usw. gg 


zeitliche Verfolgung der Reaktion erfolgte wie bei den friiheren Versuchen. 
Einer 100°/, igen Umsetzung wiirde ein Verbrauch yon 6,5cem bzw. 7,4cem 
bzw. 8,7cem einer n/10-AgNO,-Lésung entsprechen. 


Bei der Behandlung der Bromfettsiiuren mit Trimethylamin 
entstehen die bromwasserstoffsauren Salze der zugehérigen Betaine. 
Die Betaine selbst kénnen durch Kochen mit Silberoxyd oder 
durch aufeinanderfolgende Behandlung mit Silbersulfat und Baryt- 
lauge in Freiheit gesetzt werden. Da die Betaine schlecht 
krystallisieren und schwer zu reinigen sind, list man am besten 
die beim Eindampfen ihrer Lisungen hinterbleibenden Sirupe in 
wenig verdiinnter Salzsiiure und gibt eine 10°/,ige Goldchlorid- 
lésung in anniihernd berechneter Menge dazu. Die sofort aus- 
fallenden Goldsalze zeichnen sich durch vorziigliches Krystalli- 
sationsvermégen aus und sind wegen ihrer scharfen Schmelzpunkte, 
die bei den drei in Betracht gezogenen isomeren 'l'rimethyl-leucinen 
ziemlich weit auseinanderliegen, sehr gut zu deren Identifizierung 
geeignet. Das Goldsalz des N-Trimethyl-leucins') schmilzt, aus 
30°/,igem Alkohol umkrystallisiert, bei 165°. Die Goldsalze des 
N-Trimethyl-norleucins bzw. N-Trimethyl-isoleucins, die weiter 
unten genauer beschrieben werden, schmelzen, aus salzsiiure- 
haltigem Wasser umkrystallisiert, bei 137—138° bzw. 178°. 

Die Platinsalze der Trimethyl-leucine sind aus verschiedenen 
Griinden fiir deren Identifizierung nicht geeignet. 


N-Trimethyl-norleucin, CH,.CH,-CH,-CH,-CH-CO 
(CH,),N —O 


Zur Darstellung des Trimethyl-norleucins wurden 20g a-Brom-n-capron- 
siure und 50 ccm einer 45°/,igen wiBrigen Trimethylaminlisung gemischt 
und in einem gut verschlossenen Gefif 48 Stunden bei Zimmertemperatur 
oder 12 Stunden bei Bruttemperatur (37°) stehengelassen. Darauf wurde 
das Brom mittels der Silbersulfat-Barytmethode entfernt. Die filtrierte, klare 
Fliissigkeit wurde dann im Vakuum eingedampft. Der hinterbleibende Sirup 
begann nach liingerem Stehen im Eisschrank Krystalle abzuscheiden, die 
roh bei etwa 70—80° schmolzen. Da die Verbindung sehr leicht léslich ist 
(am schwersten in Ather), schlecht krystallisiert und schwer zu reinigen 
ist, stellt man zur Identifizierung am besten gleich das Goldsalz her. 


Golddoppelsalz. Das Betain wird in der ausreichenden 
Menge 20°/,iger Salzsiiure gelést. Zur Lisung gibt man hierauf 
die annithernd berechnete Menge Goldchlorid in 10°/,iger wibriger 
Lésung. Das Goldsalz scheidet sich in leuchtend gelben Krystallen 


1) Koerner u. Menozzi, Gazz. chim. ital. 13, 342 (1882); Novak: 
Ber. chem. Ges. 45, 844 (1912). 
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aus. Nach einer Stunde saugt man ab und krystallisiert aus salz- 
siurehaltigem Wasser um. Schmelzp. 137—-138% Das Goldsalz 
ist sehr leicht léslich im Alkohol und Ather, leicht léslich in 
heiBem Wasser, schwer in kaltem, sehr wenig léslich in siedendem 
Chloroform. 

0,0711 g Substanz gaben 0,0271 g Au. 

Fiir C,N,,NO,Cl,Au Ber. Au 88,4°, Gef. Au 388,1°/,. 

Platindoppelsalz. Zu einer konzentrierten Loésung des 
detains in 20°%/,iger Salzsiiure gibt man die berechnete Menge 
einer 10°/,igen Platinchloridlésung. Nach kurzer Zeit beginnen 
sich feine orangegelbe Krystalle abzuscheiden. Nach etwa 1 Stunde 
wird abgesaugt und aus Alkohol unkrystallisiert. Schmelzp.215 bis 
216° Das Salz ist ziemlich léslich in kaltem Wasser, léslich in 
siedendem Alkohol, dagegen fast unléslich in kaltem Alkohol und 
in Ather. Es krystallisiert in orangegelben, zu dicken Drusen 
vereinigten stern- und kreuzformigen Gebilden. 


0,0797 g Substanz gaben 0,0203 g Pt. 
Fiir C,,H,,N,O,Cl, Pt Ber. 25,8°/, Pt Gef. 25,5°/, Pt. 


N-Trimethyl-isoleucin. CH, -CH,-CH-(CH,)-CH-CO 

| |. 

(CH;),N — O 
Man erhilt das N-Trimethyl-isoleucin, wenn man a-Brom-(-methy]- 
p-iithyl-propionsiiure mit einem Uberschu8 an Trimethylamin in wiBriger 
Lésung in fest verschlossenem Gefi8 bei Lbruttemperatur (37°) sich 4 bis 
5 Tage lang selbst iiberliBt. Die Lésung wird dann durch Silbersulfat von 
Brom, durch Barytlauge von Schwefelsiiure befreit und im Vakuum eingeengt. 
Das so erhaltene Betain ist sehr leicht léslich in Wasser und Alkohol. 


schwerer in Ather, und teilt mit anderen Betainen die Eigenschaft, sehr 
schwer zu krystallisieren. Auch hier erfolgt die Reinigung am besten iiber 


das Goldsalz. 

Golddoppelsalz. Zu einer Lisung des Betains in 10°/, iger 
Salzsiiure wird die berechnete Menge 10°/) iger wiiBriger Goldchlorid- 
lisung zugesetzt. Es fallen sofort Krystalle aus. Nach dem Um- 
krystallisieren aus stark verdiinnter Salzsiiure erhilt man das 
reine Goldsalz in unregelmiiBigen, leuchtend gelben Krystallen 
vom Schmelzp. 178° Das Goldsalz ist leicht léslich in heiBem 
Wasser, Alkohol und Ather, schwer léslich in kaltem Wasser, fast 
unlislich in Ather und Chloroform. 


0,0440 g Substanz gaben 0,01672 g Au. 
Fiir C,H,,NO,Cl,Au Ber. Au 38,4°), Gef. Au 38,0°/,. 
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Nachweis von Isoleucin in Gehirneiwei8. 

Lipoidtreies GehirneiweiB wurde mit Salzsiiure hydrolysiert 
und das Hydrolysat nach der Estermethode aufgearbeitet. Aus 
den drei ersten Esterfraktionen (I bis 65° bei 15 mm, LI bis 
100° bei 15 mm, III bis 100° bei 1 mm), hauptsiichlich jedoch 
aus der dritten, wurden Leucinfraktionen gewonnen, die durch 
ihr optisches Verhalten auffielen. Sie zeigten in wibriger Lésung 
keine oder nur eine sehr schwache Drehung, dagegen konnte in 
salzsaurer Lésung eine starke Rechtsdrehung (von + 19,1° bis 
+ 23,7°) beobachtet werden. Die Annalime lag nahe, daB es sich 
um Mischfraktionen von I-(—)-Leucin und 1-(+)-Isoleucin handelte, 
die sich durch fraktionierte Krystallisation nicht ohne weiteres 
trennen lieBen. Es wurden die Kupfersalze hergestellt und mit 
Methanol extrahiert. Das in ihm lésliche Kupfersalz wurde durch 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Die so erhaltene Aminosiiure ergab 
folgende Stickstoffwerte nach Kjeldahl: 

0,0452 g Substanz gaben 3,40 ccm n/10-H,SO,, 4,76 mg N. 

0,0650 g » » 9,00 ccm ‘a 7,00 mg N. 

Fiir C,H,,0.N Ber. N 10,7°, Gef. N 10,5, 10,8°/,. 

Die Bestimmung der Drehung in 20°/,iger Salzsiiure ergab: 

0,053 g Substanz, 1,5 cem Lisung, « = + 1,40°; [a]? = + 39,6% Fiir 
1-(—)-Isoleucin ist ermittelt [a]?°° = + 40,6°. 

Durch Behandeln der Aminosiiure mit Nitrosylbromid wurde 
die entsprechende «-Bromfettsiure hergestellt. 2,816 g¢ der Brom- 
fettsiiure wurden mit 20 ccm einer 33°/,igen Trimethyl-aminlésung 
bei 37° angesetzt und der Reaktionsverlauf durch Titration des 
abgespaltenen Broms nach Volhard verfolgt. Kiner yollstiindigen 
Umsetzung wiirde ein Ver- ‘ 
brauch von 6,5 ccm einer 
n/10-AgNO,-Lésung pro Ku- 
bikzentimeter der Lésung ent- 
sprechen. 





Tabelle 6. 











Zeit | Verbrauch von 
in | n/t0-AgNO, arena 


x . . 0/ See a coe — leoiaial a ee ee 
Std. In ccm 1D “/o c 2 ¢ tT Oe © 4X w i A x 
—— nen - = - Jum a => = 
JP 0,8 5 a) a-Brom-n-capronsaure. 
6 1,4 215 b) a-Brom-isobutyl-essigsaure. 


27 3'9 6 ¢) a-Brom-f-methyl-f-athyl-propionsaure. 
- ) 60 d) a-Brom-/-methy]-f-athyl-propionsdure aus 
46 5,1 i8 GehirneiweiB. 
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Die graphische Darstellung des Reaktionsverlaufs ist in der 
auf S. 101 wiedergegebenen Figur gegeben. Die Ubereinstimmune 
mit der Reaktionszeitkurve des Isoleucins ist ziemlich genau. 
SchheBlich wurde noch das Goldsalz des bei der Reaktion ent- 
standenen Betains hergestellt. Es zeigte den Schmelzp.178° und 
stimmte auch in den sonstigen Kigenschaften mit dem Goldsalz 
des N-Trimethyl-isoleucins vollig iiberein. 


Zusammenfassung. 

Kiweifstoffe des GroBhirns enthalten 1-(+)-Isoleucin. Zur 
Abtrennung und Reingewinnung von Norleucin emerseits und von 
Leucin und Isoleucin andererseits ist besonders gut die Verfolgung 
der Bromabspaltung aus den zugehérigen @-Bromsiiuren unter dem 
KinfluB von ‘Trimethylamin geeignet. Sie vollzieht sich bei der 
«-Brom-n-capronsiiure auBerordentlich viel rascher als bei der 
«-Brom-isobutylessigsiiure und der «-Brom-f-methyl-f-iithyl- 
propionsiiure. Zur Identifizierung der den genannten isomeren 
Leucinen entsprechenden N-Trimethyl-Derivate eignet sich be- 
sonders gut das Goldsalz. 
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Uber den Einflu8 
der Phosphatide auf proteolytische Fermente. 


Von 
P. Rondoni. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Universitét in Mailand und aus dem 
Institut fir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Miirz 1932.) 


Der Einflu8 von Fetten und insbesondere von komplex- 
gebauten, gewodhnlich als Lipoide bezeichneten Fetten, auf die 
Wirkung der proteolytischen Enzyme, wurde bisher sehr wenig 
studiert. Die Arbeiten von Biedermann}), die die Unangreifbar- 
keit des Pflanzenplasmas durch Pepsin und Trypsin dem Vorhanden- 
sein von Lipoiden zuschreiben, da eine vorhergehende Extraktion 
des Plasmas mit organischen Lésungsmitteln eine rasche Hydro- 
lyse durch Fermente erméglichen soll, haben einen mehr _ bio- 
logischen als chemischen Inhalt. Ein Unterschied zwischen pflanz- 
lichem und tierischem Plasma wird insofern angenommen, als das 
letztere wohl auch einen lipoidalen Schutz gegen die genannten 
Proteasen im intakten Zustand aufweist, aber diesen Schutz mit 
dem Tode der Zelle oder durch eine schwere Schidigung verliert. 
Ferner muB eine Arbeit von Hagihara?) und eine kurz darauf 
erschienene Arbeit von Standenath*) erwihnt werden; die 
beiden Autoren kommen durch verschiedene Untersuchungs- 
methoden zum Schlu8, daB Lecithin die Trypsinverdauung hemmt. 
Und zwar nach Hagihara im alkalischen Gebiet mit einem 
Hemmungsoptimum bei px = 7,6. Nach beiden Verfassern hitte 
dagegen Cholesterin keinen EinfluB. 


Spater hat Velluz‘) die Wirkung der hoheren Fettsaéuren und ins- 
besondere der ungesattigten, auf verschiedene Enzyme untersucht; er ver- 
1) Pfliigers Arch. 174, 358 (1919); 202, 223 (1924). 

*) Biochem. Z. 144, 482 (1924). 
3) Biochem. Z. 155, 245 (1925). 
4) Compt. rend. d. 1. Soc. d. Chim. biol. 9, 483 (1927). 











104 P. Rondoni, 


mutete eine Besetzung der freien Oberflache des kolloidalen Enzymtragers 
durch die Fettsauren. Tatsachlich wurde die Urease- und Pepsinwirkung 
durch vorwiegend ungesattigte Fettsiuren gehemmt; an Trypsin konnte 
hingegen kein EinfluB beobachtet werden. 

In der umfangreichen Monographie von H. Magistris!) iiber die Lipoide 
werden hin und wieder Beobachtungen iiber die Wirkung von Lipoiden auf 
Enzyme hervorgehoben. So sollen Lipoid-Sole durch Enzyme ausgeflockt 
werden; diese Wirkung ist wahrscheinlich auf die kolloidalen Begleitstoffe 
bzw. auf den kolloidalen Enzymtrager zuriickzufiihren. AuBerdem werden 
mehrere Arbeiten angegeben, die einen Einflu8 von Seifen, Fettsiuren, Chol- 
esterin usw. auf mehrere Enzyme (Urease, Amylase usw.) erkennen lassen. 
Im Falle der proteolytischen Fermente ist nur eine, zwar auffallende Unter- 
suchung von Morston?) zitiert, nach der eine Beschleunigung der enzyma- 
tischen EKiweiBsynthese durch Lipoidemulsionen festgestellt wurde. 

In einer friiheren Abhandlung*) habe ich die Untersuchungen iiber den 
KinfluB verschiedener Lipoide auf Tumorwachstum, iiber lipoidale Zusammen- 
setzung des Tumors und iiber Lipoidstoffwechsel bei tumortragenden Tieren 
(mit hauptsachlicher Beriicksichtigung des Mausekrebses) zusammengefaBt, 
die von mir und meiner Mitarbeiterin, Dr. Bolaffi, ausgefiihrt worden sind. 
Auf Grund verschiedener allgemein biologischer Uberlegungen haben wir der 
Meinung Ausdruck gegeben, daB in der Krebszelle selbst und vielleicht im 
tumortragenden Organismus ein Abbau von lipoidalen Bestandteilen, eine 
neue Verteilung dieser wichtigen Protoplasmastoffe (mit besonderer Konzen- 
trierung einiger Fraktionen im Krebsgewebe, in voller Bestatigung der be- 
kannten Forschungsergebnisse der Sachsschen und Hirszfeldschen Schule 
iiber die sogenannte serologische Spezifitat der Krebszelle), eine Veranderung 
der Beziehungen der Lipoide zu anderen Protoplasmabestandteilen — Lipoido- 
lyse im weitesten Sinne — stattfinde. Wir haben endlich die Arbeitshypothese 
aufgestellt, daB die gesteigerte proteolytische Aktivitat, die wahrscheinlich 
auch mit der von A. Fischer hervorgehobenen Labilitét der Krebszelle in 
Zusammenhang stehen diirfte, von einem veranderten Zustand und von einer 
veranderten Zusammensetzung der Zellenlipoide abhangig sei. Die sparlichen 
Ergebnisse der Arbeiten auf dem Gebiete der Enzymforschung im Falle der 
Krebszelle wurden in der oben erwahnten Abhandlung zitiert. Nach diesen 
Arbeiten scheint es, daB die Lipoide eine schiitzende Funktion den endo- 
zellularen Enzymen gegeniiber ausiiben kénnen und da8 die Lipoidolyse eine 
Beseitigung der Schranken bedeuten diirfte, die normalerweise das ungeziigelte 
Vorherrschen der autolytischen und cytolytischen Vorgainge verhindern. 


Man mu aber anerkennen, daf das experimentelle Material 
mr Loésung der allgemeinen Frage, ohne jede Beziehung zum 
Krebsproblem, d. h. der Frage: ob und wie weit und in welchem 
Sinne die Lipoide die proteolytischen Enzyme zu_beeinflussen 
vermogen, diuBerst diirftig ist. Die oben erwahnten Arbeiten sind 
alle mit nicht gereinigten Enzympriparaten ausgefiihrt worden 


1) Erg. d. Physiol., Asher-Spiro, 31 (1931). 
*) Austr. J. of exp. Biol. a. med. Scienc. 3, Nr. 4, 233 (1926). 
3) Z. f. Krebsforsch. 34, 245 (1931). 
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und sie nehmen keine Riicksicht auf die nunmehr durch die Arbeiten 
der Willstatterschen Schule, insbesondere auf die von Wald- 
schmidt-Leitz nachgewiesene Tatsache, daB das sogenannte 
Trypsin ein Knzymsystem darstellt, das in die einzelnen Knzyme 
durch spezifische Adsorptions- und Elutionsvorgiinge zerlegt 
werden kann. AuBerdem gebrauchen alle Forscher mehr oder 
weniger ungenaue Messungsmethoden der enzymatischen Aktivitiit 
und sie beschaftigen sich gar nicht mit Organfermenten (Kathep- 
sinen), die hier wohl die gr6Bte Bedeutung beanspruchen. 

Es scheint mir also eine genaue Durchforschung der tatsich- 
lichen Verhaltnisse sehr angebracht zu sein. Nur nachdem wir 
genau wissen, ob Lipoide iiberhaupt in irgendeiner Weise die 
proteolytischen Fermente beeinflussen, werden wir imstande sein, 
weiter die speziellen biologischen Fragen bearbeiten zu kénnen, 
um dann vorsichtig die eimwandfrei festgestellten Tatsachen 
anzuwenden. 

Die im experimentellen Teil wiedergegebenen Versuchs- 
ergebnisse zeigen, daB ein Einflu®B der zwei gepriften (synthe- 
tischen) Phosphatide auf die enzymatische Funktion zustande 
kommt. 

Der EinfluB des Lecithins auf die tryptischen Knzyme 
ist ganz deutlich: sowohl Proteinase, wie Carboxypolypeptidase 
werden durch dieses Phosphatid gehemmt. Die Hemmung bezieht 
sich aber nur auf den Aktivierungsvorgang durch Enterokinase. 
Auf ein bereits aktiviertes Enzym ibt Lecithin fast gar keinen 
‘influB aus. Cephalin, das die Proteinase sehr deutlich hemmt, 
hat keme Wirkung auf Carboxypolypeptidase. 

Deutlich und fast in demselben AusmaBe hemmen die zwei 
Phosphatide die enzymatische Hydrolyse durch Dipeptidase. 
Dagegen erweisen sie sich der Aminopolypeptidase gegeniiber 
als wirkungslos. Diese Beobachtung darf vielleicht dazu beitragen, 
die zwei ereptischen Enzyme noch besser zu differenzieren: wenn 
wir die Phosphatidwirkung als eine rein physikalische betrachten, 
diirfen wir fiir die zwei Ereptasen mindestens eine verschiedene 
Kmpfindlichkeit gegeniiber physikalischen Milieuverinderungen 
annehmen. 

Das Kathepsin wird ganz anders als die Enzyme des Ver- 
dauungstraktes beeinfluBt: wenn, wie iiblich, Gelatine als Sub- 
strat angewandt wird, tritt immer eine Beschleunigung der 
enzymatischen Funktion durch Phosphatide ein. Diese 
Tatsache wurde an mehreren Versuchen festgestellt; sie gaben 
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stets eindeutige Resultate, wenn auch der Grad der Beschleunigung 
einige Unterschiede in den einzelnen Versuchen aufwies. Die 
Beschleunigung bleibt erhalten, wenn man statt H,S Glutathion 
als Aktivator verwendet. Dieser beschleunigende KinfluB der 
Phosphatide auf die katheptischen Enzyme darf mit Riicksicht 
auf die biologischen Ausgangsbetrachtungen und auf meine Frage- 
stellung sicherlich mehr Bedeutung beanspruchen, als die hemmende 
Wirkung auf Tryptasen. Es sei aber hervorgehoben, da8B Lecithin 
allen nicht als Aktivator wirken kann; d.h. es kann die H,S- 
oder die Zookinasewirkung nicht ersetzen. AuBerdem ist das 
Lecithin nur imstande das aktivierte Enzymsystem zu beeinflussen. 
Man darf wohl behaupten, da8 eine Beeinflussung der proteo- 
lytischen enzymatischen Funktion durch gewisse Phosphatide 
nachweisbar ist, und daB diese Beeinflussung verschieden ausfillt, 
je nach der Art der enzymatischen Wirkung und nach der Ver- 
suchsanordnung. Man kann annehmen, da die Phosphatidwirkung 
eine unspezifische, rein physikalische ist, die auf Adsorptions- 
vorgiinge zwischen kolloidalem Enzymtrager und Aktivator einer- 
seits und Substrat andererseits beruht. Je nach den Bedingungen 
kann ein Adsorptionsvorgang Enzymteilchen umhiillen und so die 
enzymatische Funktion erschweren oder Enzym- und Substrat- 
teilchen in enge Berithrung bringen und so die enzymatische 
Funktion fordern. Aktive Gruppen im chemischen Sinne, die 
einer Bindung mit dem einen oder mit dem anderen Reaktions- 
stoff imstande sind, kann man bei den Phosphatiden nicht leicht 
erkennen. Die am ausgesprochensten reaktionsfahige Base scheint 
wohl keine Bedeutung zu haben; denn die Wirkungen, von kleinen 
Abweichungen abgesehen, sind fiir die zwei gepriiften, verschiedene 
Basen enthaltenden Phosphatide, grundsitzlich dieselben. Die 
bei Lecithin nachgewiesene Bedeutung der Reihenfolge der Zu- 
sitze fiir das Zustandekommen der Kathepsinbeschleunigung ist 
bezeichnend im Sinne einer Adsorptionserscheinung. Dafiir spricht 
auch die Tatsache, daB der beschleunigende Einflu8B von Lecithin 
auf Kathepsin nicht erscheint, wenn als Substrat ein Protamin 
(Clupein) an Stelle von Gelatine gebraucht wird; d.h. ein ein- 
facher, relativ niedermolekularer KiweiSstoff, der wahrscheinlich 
weniger geeignet ist, in den Adsorptionskomplex einzutreten. 
Wenn wir bedenken, da in den Zellen stets Phosphatide vor- 
handen sind, die aber nicht frei vorliegen, sondern in groBen 
molekularen Verbinden mit EiweiSkérpern und Kohlehydraten 
vorkommen (Magistris), dirfen wir wohl annehmen, daf die 
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verschiedenartigsten Vorgiinge, die den Zustand der Phosphatide 
verandern, die sie freisetzen oder abbauen oder anders verteilen, 
einen EinfluB auf die enzymatischen Funktionen ausiiben kénnen, 
dessen nahere Erkenntnis weiterer biologischer Forschung vor- 
behalten bleiben soll. 


Es sei mir an dieser Stelle gestattet, Herrn Prof. I. Wald- 
schmidt-Leitz fiir sein freundliches Entgegenkommen und fiir 
die Arbeitsméglichkeit in dem Institut des hochverehrten Herrn 
Kollegen meinen bestempfundenen Dank auszusprechen. [benso 
danke ich Herrn Kohler fiir die Hilfe bei der Durchfiihrung der 
Versuche. 

Experimenteller Teil. 

Die verwendeten Enzymlésungen wurden nach den von EK. Wald- 
schmidt-Leitz und Mitarbeitern ausgearbeiteten Methoden hergestellt. 

Die tryptischen Enzyme wurden aus Pankreasdriisen gewonnen, dic 
ereptischen aus Schleimhaut von Schweinediinndarm. 


Das Kathepsinpraparat wurde aus Schweineleber hergestellt, Zookinase 
nach dem Verfahren von E. Waldschmidt-Leitz und A. Purr.) 


Die angewandten Phosphatide konnten von der Firma 
G. Schicht A.-G., Aussig a. d. Elbe, erhalten werden. Es handelt 
sich um synthetiseh hergestelltes Distearinlecithin und Di- 
stearincephalin; diese Praparate wurden von Herrn Dr. Lim- 
paicher in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestellt. Die 
physiologisch wichtigeren, ebenfalls synthetischen Stearinolein- 
phosphatide konnten leider nicht erhalten werden. Die héchst 


Tabelle I. 
Wirkung von Distearinlecithin auf tryptische Proteinase. 


2,0 cem Enzymlésung mit 2,0 cem Enterokinase 30 Min. aktiviert, 10,0 ccin 
Caseinlésung (6° ig), py=8,5, Verdauungszeit: 40 Min. NH,-Zuwachs be- 
stimmt in 8,0 cem des Ansatzes. 

a) Distearinlecithin vor der Aktivierung zugesetzt. 























gon Zuwachs in | Hemmung 
Bestimmun mg NH; in “/y 
— 5,85 on 
0,000125 4,51 19,18 
b) Distearinlecithin nach der Aktivierung zugesetzt. 
- 607 a 
0,000125 4,92 2,96 


1) Diese Z. 198, 260 (1931). 
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reinen, synthetischen Priparate erscheinen als feinkérniges, weiBes 
Pulver, das leicht im Achatmorser zerrieben und mit Wasser (bei 
fraktioniertem Zusatz, im Wasserbad bei 60°) sehr gut emulgiert 
werden kann. Man erhalt sehr stabile Emulsionen, die ohne 
weiteres einem Versuchsansatz zugesetzt werden kénnen. Solche 
Priparate stellen einen groBen Fortschritt fiir die chemische und 
biologische Lipoidforschung dar; denn sie erlauben eine quanti- 
tative Arbeit, ohne Anwendung von stdérenden  organischen 
LLosungsmitteln. 
Tabelle LI. 
Wirkung von Distearincephalin auf tryptische Proteinase. 


Ansatz analog wie. in Tab. Ia); bei Verwendung von Cephalin wurde 
stets neutralisiert, da das Priparat etwas sauer reagierte. 











_ = psc Zuwachs in | Hemmung 
cephalin pro mg NH in 9/ 
Bestimmung 2 0 
— 4,86 a 
0,000125 3,08 36,62 








Tabelle Il. 

Wirkung von Distearinlecithin auf tryptische Carboxypolypeptidase. 
2,0 eem Enzymlésung aus Schweinepankreas mit 2,0 cem Enterokinase 
30 Minuten aktiviert, 5,0 cem Chloracetyl-tyrosinlésung nach Vorschrift von 
E. Waldschmidt-Leitz und A. Purr, Verdauungszeit: 50 Minuten, 

NH,-Zuwachs bestimmt in 7,0 cem des Ansatzes. 
a) Distearinlecithin vor der Aktivierung zugesetzt. 




















Mol Distearin- Zuwachs in | Hemmung 
lecithin pro NH ~~ 
Bestimmung ee = le 

- 0,94 _ 
0,000125 0,77 18,08 
b) Distearinlecithin nach der Aktivierung zugesetzt. 
_ 0,91 a 
0,000125 0,93 0,00 


Tabelle IV. 
Wirkung von Distearincephalin auf tryptische Carboxypolypeptidase. 
Ansatz analog wie in Tab. IIIa). 











pe enipe Zuwachs in | Hemmung 
—_ 
Bestimmung mg NH, in "/o 
~- 0,86 ame 
0,000125 0,93 0,00 *) 


*) sehr leichte Beschl. 
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Tabelle V. 
Wirkung von Distearinlecithin auf Dipeptidase. 

2,0 cem Enzymlésung aus Schweinediinndarm, 5,0 cem d, |-Leucyl-glycin- 

lésung, Verdauungszeit: 120 Minuten. 5,0 ccm des Versuchsansatzes wurden 





titriert. 
Mol Distearin- | Zuwachs in Hemmung 
lecithin pro _ rage a 
; ecm n/5-KOH im *), 
Bestimmung 
_ 0,74 _ 
0,000125 0,46 37,83 








Tabelle VI. 
Wirkung von Distearincephalin auf Dipeptidase. 


Ansatz analog wie in Tab. V. 














Mol Distearin- : 
: Zuwachs in | Hemmung 
asa = eem n/5-KOH in °, 
estimmung si 
- 0,64 a 
0,000125 0,44 31,24 








Tabelle VIL. 
Wirkung von Distearinlecithin auf Aminopolypeptidase. 


2.0 eem Aminopolypeptidase, gereinigt nach A. K. Balls und F. Kéhler, 
5,0 ecem Leucyl-diglycinlésung, Verdauungszeit: 90 Minuten, 5,0 cem des 
Versuchsansatzes wurden titriert. 








gto ogeenl Zuwachs in | Hemmung 
-K in 9 
Bestimmung ecm n/5-KOH in %/, 
os 0,62 — 
0,000125 0,67 0,00 








Tabelle VILL 
Wirkung von Distearinlecithin auf Kathepsin-H,S. 
4.0 cem Glycerinauszug aus getrockneter Schweineleber, 5,0 cem Wasser, 
30 Minuten mit H,S aktiviert, Lecithin, 2,0 cem Essigsiiure-Acetat-Pufter 
Po = 4,0, 5,0 cem Gelatine, 80°, 24 Stunden, NH,-Zuwachs bestimmt in 
8,0 cem des Ansatzes. 





Mol Distearin- 
lecithin pro 
Bestimmung 





Zuwachs in |,,Aktivierung“ 
- # hd 0/ 
mg NH, in °/, 








a 1,69 _ 
0,000125 2,82 66,87 
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Tabelle IX. 
Wirkung von Distearincephalin auf Kathepsin-H,S. 


Ansatz analog wie in Tab. VII. 





— “opal Zuwachs in |,,Aktivierung“ 
+ arn ta mg NH fy 
Bestimmung oe 0 

oa 1,47 — 
0,000125 1,86 26,53 








Tabelle X. 
Wirkung von Distearinlecithin auf Kathepsin-Glutathion. 


4.0 ccm Glycerinauszug aus getrockneter Schweineleber, mit 180 mg 
SH-Glutathion aktiviert (30 Minuten), Acetat-Puffer py, = 4,0, 5,0 ccm Gelatine, 
30°, 24 Stunden, NH,-Zuwachs bestimmt in 10,0 cem des Ansatzes. 


a) Distearinlecithin yor der Aktivierung zugesetzt. 











Mol Distearin- a peer 
lecithin pro ——o” a 
Bestimmung — lo 

— 0,95 — 
0,000125 1,0] 0,00 
b) Distearinlecithin nach der Aktivierung zugesetzt. 
a 0,95 — 
0,000125 1,38 45,26 


Tabelle XI. 

Wirkung von Distearinlecithin auf die Verdauung von Clupeinsulfat. 
4,0 cem Glycerinextrakt sus getrockneter Schweineleber, 5,0 cem Wasser, 
30 Minuten mit H,S aktiviert, Lecithin, 2,0 cem Acetat-Puffer py = 5,08, 
200 mg Clupeinsulfat, 30°, 24 Stunden, NH,-Zuwachs bestimmt in 7,0 ecm 

des Ansatzes. . 











ew Distearin- Zuwachs in | Hemmung 
ecithin pro mg NH in ° 
Bestimmung , ° 
—_ 1,19 and 
0,000125 0,81 a ote 
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Uber Chloraurate des Histamins und Imidazols. 
Von 


Fritz Horn. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Mirz 1932.) 


Das regulare Chloraurat des Histamins von der Zusammen- 
setzung C;H,N,-(HClAuCl,), wurde zuerst von D. Ackermann!) 
beschrieben. Loést man dieses Chloraurat in heiBem Wasser, so 
scheidet sich beim Abkiihlen bald eine ziemlich schwerlésliche, 
hellgelbe, feinpulverige Substanz ab. Mit der Untersuchung dieser 
Verbindung habe ich mich beschaftigt. 

Es zeigte sich, daB, wenn man nicht zu lange erhitzt und keine 
zu groBen Wassermengen verwendet, Verbindungen von gleich- 
miBiger Zusammensetzung, die der Formel C,H, )N,Au,Cl; (wohl 
CsH,N;:HCl-AuCl,-AuCl) entsprechen, erhalten werden. Diese 
Umwandlung des reguliren Chloraurats in Wasser diirfte auf die 
tigenschaften des Imidazolringes zuriickzufiihren sein, da vom 
Imidazol seit langem bekannt ist, daB das regulire Imidazol-Plati- 
nat?) (C;H,N,).(HCl),PtCl, beim Erhitzen iiber 200°, ebenso wie 
beim Umkrystallisieren in einer Lésung von Natriumchloroplatinat 
sich in eine Verbindung von der Formel (C,H,N,),PtCl,3) um- 
wandelt. Abhnliche irregulire Gold- und Platinsalze sind ja von 
einer groBen Zahl heterocyclischer Verbindungen z. B. von Pyridin, 
Piperidin, Trigonellin, von Purinderivaten und Pyrazolderivaten 
beschrieben. 

Tatsichlich erhielt ich beim Umkrystallisieren des reguliren 
Imidazolchlorauratst) C,H,N,-HCl-AuCl, aus Wasser eine Ver- 
bindung von der Zusammensetzung C,H,N,:AuCls. 

Bei den Versuchen mit Histaminchloraurat wurden etwa 
0.4 ¢ des reguliren Salzes (C;sH,N,HCIAuCl,) (Au: Ber. 49,85°/), 
gef. 49,85°/,. N: Ber. 5,30°/,, gef. 5,37°/)), in etwa 50 ccm 
kochendem Wasser klar gelést. Nach einigen Sekunden zeigte sich 
eine Triibung, von der noch hei abfiltriert wurde. Das Filtrat 
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schied nach sofortiger Kihlung in kis die Hauptmenge des Salzes 
ab. Kocht man zu lange oder laBt man die heiBe wiBrige Losung 
bei Zimmertemperatur abkiihlen, so wird das zunachst entstandene 
irreguliire Chloraurat weiter zersetzt unter Abscheidung von 
metallischem Gold und Bildung schwerléslicher Gemische von 
reduziertem Gold und irreguliren Goldsalzen. 

In der beschriebenen Weise wurde in 3 Versuchen die gleiche 
Verbindung erhalten; von den Analysen méchte ich hier nur einen 
kleinen Teil als Beleg bringen. Die im Exsiceator vorgetrocknete 
Substanz wurde im Vakuum bei 100° voéllig getrocknet. 

Die Substanz verfairbt sich und sintert bei 165—166° und 
zersetzt sich unter Schiumen bei 179—182°. 

11,205 mg Substanz gaben 6,415 mg Au. 


4,620 mg " » 1,575 mg CO,, 0,600 mg H,O, 2,644 mg Au. 
4,718 mg - » 1,600mg ,, 0,570mg ,, 2,689 mg ,, 
7,580 mg ™ » 00,4165 ceom N (17,5°, 746 mm). 
7,910 mg o »  0,4283 ccm ,, (18,5°, 747 mm). 
3,509 mg - » 0,909 mg Cl, 2,02 mg Au (Dennstedt). 
Fiir C;H»N,—HCl- AuCl- AuCl, 
Ber. C 8,779/, H 1,48°9/, N 6,15°/, Cl 25,93°/, Au 57,68°/, 





Gef. ., 9,30 1,45 .. 6,34 ,. 25,92 ,, 57,23, 57,23°/, 
, 9,25 1,35 . 6,23 ,. 57,00, 57,60 


3ei den Versuchen mit Imidazolchloraurat wurden 0,2 g des 
reguliren Salzes (C,;,H,N,-HCl-AuCl,: Ber. fiir Au 48,30°/), gef. 
48,48°/), Schmelzp. 230—235°) in 25 cem kochendem Wasser klar 
celést und weiter genau wie oben beim Histaminchloraurat vor- 
gegangen, 


Die Substanz zersetzt sich bei 190° nach vorheriger geringer 


Braunung. 
15,215 mg Substanz gaben 8,145 mg Au. 
4,770 mg - » 1,740 mg CO,, 0,480 mg H,O, 2,511 mg Au. 
6,185 mg % »  0,4067 ceom N (19°, 760 mm). 


4,829 mg ” 1,356 mg Cl und 2,539 mg Au. 
Fir C,H,N,- AuCl, 

Ber. C 9,69°/, H 1,089, N 7,54°9/) Cl 28,61°/, Au 53,07°/, 

Gef. ,, 9,95 » 1,13 »» 7,69 5, 28,08 » 93,52, 52,64, 52,58 
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